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1 Einleitung

1 Einleitung

Neuropeptid Y (NPY), einer der haufigsten peptidergen Neurotransmitter im
zentralen und peripheren Nervensystem der Sauger, ist an der Steuerung
zahlreicher physiologischer Prozesse beteiligt. So greift NPY z.B.
modulierend ein in hormonelle Regelkreise, den zirkadianen Rhythmus, das
Sexualverhalten, den Blutdruck und gastrointestinale Ablaufe. NPY
beeinflusst zudem die visuelle Verarbeitung (z.B. den genikulo-kortikalen
Transfer), epileptiforme Anfallsgeschehen, Schmerz- und Angstempfinden
und stimuliert die Nahrungsaufnahme. Auch Amphibien weisen eine
verstarkte NPY-Immunreaktivitat im zentralen Nervensystem auf. Anhand
immuncytochemischer Untersuchungen konnten NPY- immunreaktive (NPY-
ir) Zellen in verschiedenen Gehirnstrukturen nachgwiesen werden, unter
anderem im Nucleus suprachiasmaticus, im Infundibulum, im Pallium, im
praetectalen Thalamus (Lpd und Lpv), im Tectum opticum, im Torus
semicircularis und im Tegmentum (siehe z.B. Danger et al. 1985, Andersen
et al. 1992, Lazar et al. 1993). Das visuelle System der Anuren stellt ein
wichtiges System in der Sinneswahrnehmung dar. Das Tectum opticum ist
zentrale Schaltstelle zwischen retinalen Afferenzen und motorischen
Efferenzen (Ewert 1984, Satou & Ewert 1985, Ewert et al. 1994). Es erhalt
retinalen Input nicht nur direkt von der Retina, sondern wird auch indirekt
Uber verschiedene visuelle Projektionsbahnen mit retinalen Signalen versorgt,
z.B. dem Nucleus isthmi, dem posterodorsalen und posteroventralen
Tegmentum, dem kontralateralen Tectum opticum oder dem posterioren
praetectalen Thalamus (Székely & Lazar 1976, Gruberg & Udin 1978, Lazar
1979, Roth et al. 2003). Es wird angenommen, dass Strukturen des
praetectalen Thalamus als inhibitorische Kontrollinstanz fungieren fur die
exzitatorischen retino-tectalen Prozesse (Ewert 1970) und somit auch eine
wichtige Funktion erfillen in Bezug auf das Beutefangverhalten. Die
chinesische Rotbauchunke, Bombina orientalis, zahlt zu den aktiven Jagern,
d.h. sie zeigt eine im Ablauf situationsangepasste Beutefangstrategie auf
sich bewegende Beutestimuli: Orientiertes Zuwenden auf die Beute,

Annahern, Fixieren und Schnappen; dieses Antwortverhalten kann in seiner
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Abfolge variieren, da es abhangig ist von der Art und den Bewegungen eines
Beutetieres. Lebenswichtig aber ist die Fahigkeit, Beute von Nicht-Beute
(Feind) unterscheiden zu kénnen. Frihere Arbeiten an Froschen und Kroten
belegen, dass Tectum und Praetectum als wichtige und funktional
untrennbare Strukturen fur die parallele Verarbeitung retinaler Eingange
fungieren (Ewert 1970, 1987, Grusser & Grusser-Cornehls 1976, Freeman &
Norden 1984). Beutediskriminierung basiert auf einem mit dem Tectum
opticum kommunizierenden retino-praetectalen Netzwerk (Ewert 1974, 1987,
Ingle 1983, Ewert et al. 1994, 1996). Visuelle Signale erfahren eine retinale
Vorverarbeitung, dabei wird jeder retinale Ausschnitt, der einen definierten
Bereich des Gesichtsfeldes reprasentiert, topographisch im contralateralen
mesencephalen Tectum opticum und dem Praetectum abgebildet. Das
Praetectum nimmt Uber spezifische Neuronen die retinalen Signale aus dem
angrenzenden praetectalen Neuropil auf (Lazar 1979, 1984, 1989,
Matsumoto 1989); neuroanatomische Untersuchungen belegen, dass Uber
praetectale Projektionsneuronen Verbindungen zum Tectum opticum
bestehen (Wilczynski & Northcutt 1977, Neary & Northcutt 1983,
Weerasuriya & Ewert 1983, Kozicz & Lazar 1994). Unilaterale praetectale
Lasionsexperimente durchgefluhrt an Froschen und Kroten, bestatigen die
Annahme, dass Uuber praetecto-tectale Projektionsbahnen inhibitorische
Einflusse auf das Tectum opticum einwirken. Mechanisches Durchtrennen
dieser Bahnen bzw. Ausschalten praetectaler Neuronen fuhrt zu einer
erhdohten ipsilateralen  tectalen  Aktivitat  (Disinhibition) gegenuber
contralateral visuell dargebotenen Reizen (Ewert 1970, Ewert et al. 1996).
Fir die Beuteerkennung stellt das Praetectum eine wichtige
neuroanatomische Struktur dar. Nach dessen Ausschaltung erlischt die
Unterscheidung zwischen Beute und Feind. Dann 16st jeder bewegte visuelle
Reiz Beutefang aus. Der Beutefang erfahrt seine Modulation Uber
disinhibitorische striato-praetecto-tectale Einflisse (Ewert 1992, 1997, Patton
& Grobstein 1998, Buxbaum-Conradi & Ewert 1999). Die Suche nach
Neurotransmittern, mittels derer der praetecto-tectale Einfluss vermittelt wird,
wurde anhand immuncytochemischer Untersuchungen demonstriert. Dabei

zeigte sich, dass NPY als ein Neurotransmitter in den praetecto-tectalen
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Projektionsneuronen nachgewiesen werden konnte (Kozicz & Lazar 1994).
Die retinalen Eingange im Tectum opticum von Froschen weisen besonders
im Layer 9 ein dichtes Netzwerk NPY-ir Fasern auf. Zahlreiche Axone NPY-
ir Zellen aus Praetectum und Torus semicircularis, projizieren zu den oberen
Schichten des jeweiligen ipsilateralen Tectum opticum. Dieser Nachweis
lasst vermuten, dass NPY modulierend in den retino-tectalen Transfer
eingreift und Einfluss Ubt Uber praetecto-tectale Projektionsbahnen auf die
Verarbeitung visueller Signale. An Bufo marinus gewonnene elektro-
physiologische Daten bewiesen die Vermutung, dass NPY visuelle retino-
tectale Eingange inhibitorisch beeinflusst (Schwippert & Ewert 1995,
Buxbaum-Conradi & Ewert 1995, Schwippert et al. 1998). Untersuchungen
mit NPY-Fragmenten lieferten Aufschluss Uber den Rezeptortyp, der im
Tectum opticum vorwiegend von NPY angesprochen wird. NPY13-36 (ein Y2
Rezeptoragonist), aber nicht das Fragment NPY18-36 (ein Y
Rezeptorantagonist) konnte die exzitatorische N1-Welle des an der tectalen
Oberflache abgeleiteten Feldpotenziales abschwachen (Schwippert et al.
1998).

Im Hinblick auf die bereits gewonnenen Erkenntnisse sollte in dieser Arbeit
eine Modulierbarkeit retino-tectaler Aktivitat durch Neuropeptid Y an der
chinesischen Rotbauchunke (Bombina orientalis) Uberpruft und mit Hilfe der
'4[C]-2-Desoxiglukose-Methode (*C-2DG) (Sokoloff et al. 1977) quantitativ
analysiert werden. Als Vergleichstier diente die Agakrote (Bufo marinus). Zur
Darstellung eines moglichen Effektes auf das Tectum opticum wird NPY lokal
auf die tectale Oberflache visuell stimulierter Rotbauchunken appliziert. Mit
Hilfe der '“C-2DG-Methode und den daraus autoradiographisch zu
ermitteinden Daten, kdnnen die zerebralen Aktivitaten visualisiert und
miteinander verglichen werden. In einer weiteren Versuchsreihe wird
hinterfragt, welche inhibitorische Wirkung NPY entwickeln kann, wenn zuvor
der retinale Input pharmakologisch durch systemische Apomorphingabe
merklich erhdéht wird. Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag leisten, die

Rolle von NPY im retino-tectalen Informationstransfer bei Anuren zu
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diskutieren, im Hinblick auf eine mogliche praetecto-tectale inhibitorische

Modulation.
Zusammenfassend lassen sich die Ziele dieser Arbeit wie folgt beschreiben:

(1) Uberlegungen zur Wahl des Versuchstieres

Neuropeptid Y stellt aus phylogenetischer Sicht ein evolutionar konserviertes
Neuropeptid dar. Seine Primarstruktur zeigt nur wenig Varianz beim
Vergleich stammesgeschichtlich alterer Vertreter mit hoher entwickelten
Spezies. Bombina orientalis zahlt unter den Anuren zu den
stammesgeschichtlich altesten rezenten Vertretern. Die Wahl dieses
Versuchstieres wurde also ganz bewusst getroffen. Welche Funktion erfllt
NPY im retinotecalen Informationstransfer? Zahlreiche Autoren unterstutzen
die Annahme, dass praetectal freigesetztes NPY eine evolutionar
konservierte Rolle spielt bei der Modulation visueller Prozesse (z.B. Lazar
2001, Carr & al. 2002)

(2) Grundlegende Fragestellung

Zahlreiche Studien belegen eine hohe Prasenz an NPY- Immunreaktivitat im
visuellen System der Anuren. Insbesondere im Praetectum finden sich
zahlreiche NPY-ir Zellen, deren Axone in den oberen tectalen Schichten des
Tectum opticum terminieren (Kozicz & Lazar 1994). Wirken sich Signale des
praetectalen Thalamus Uber die Freisetzung von NPY auf den tectalen
Metabolismus in den retinalen Projektionsfeldern von Bombina orientalis und
Bufo marinus aus? Reguliert NPY den Uberwiegend excitatortischen retinalen
Input via Inhibition? Welchen Beitrag kann die '“C-2DG-Methode zur

quantitativen Auswertung dabei leisten?

(3) Weiterfiinrende Uberlegung

Frahere Arbeiten an Kroten mit dem Dopaminagonisten APO flhrten zu der
Uberlegung experimentell die modulatorischen Fahigkeiten von NPY genauer
zu untersuchen. Unter der Wirkung von APO verstarken sich unter anderem

die retinalen Ausgange in die retinalen Projektionsfelder von Praetectum und
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insbesondere dorsalem Tectum opticum. Der tectale Ausgang dagegen
vermindert sich. Mdoglicherweise ist eine derartige Verminderung auf
inhibitorische praetecto-tectale Projektionen zurickzufihren (Glagow &
Ewert 1996). Inwieweit nimmt NPY inhibitorisch Einfluss auf dopaminerg

stark erhohte retinale Eingange?
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2 Anatomische und morphologische Grundlagen

Im Folgenden wird ein Uberblick Uber die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Hirnareale gegeben, aus anatomischer, physiologischer und

histologischer Sicht.

2.1 Visuelles System der Anuren

Wie bei allen Vertebraten entwickeln sich bei Anuren wahrend der
Embryogenese am Neurahlrohr drei primare Hirnblaschen. Von rostral nach
caudal differenzieren sich Prosencephalon, Mesenencephalon und Rhomb-
encephalon. Das Rhombencephalon untergliedert sich spater in das
Metencephalon mit Cerebellum und Pons und das Myelencephalon bzw.
Medulla oblongata. Das Prosencephalon wachst wahrend der weiteren
Embryogenese zum Diencephalon und Telencephalon aus. In der
Medullarplatte des Diencephalon bildet sich zunachst die Sehgrube, aus der
sich die primare Augenblase entwickelt, welche ihrerseits den Augenbecher
bildet. Aus dem inneren Blatt des Augenbechers entwickelt sich die Retina,
aus dem aufReren Blatt das Pigmentepithel des Auges. Zwischen beiden
Blattern liegt der Sehventrikel, der zum Sehstiehl auswachst, dem spateren

Nervus opticus.

2.1.1 Aufbau der Retina

Histologisch zeigen die Retinae aller Vertebraten einen einheitlichen
Grundbauplan (Dowling 1976). Die neuronale laminare Struktur der Retina
unterscheidet mindestens finf Zelltypen angeordnet in drei retinalen
Schichten: Photorezeptorzellen, Bipolarzellen, Horizontalzellen, amakrine
Zellen und Ganglienzellen. Die Rezeptorzellen (Zapfen, Stabchen) finden
sich in der aulleren Zellschicht; Bipolarzellen, Horizontalzellen und amakrine
Zellen in der inneren Zellschicht und die Ganglienzellen in der nach ihnen

benannten Ganglienzellschicht. Die einzelnen Schichten sind durch die
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sogenannten &auleren und inneren plexiformen Schichten histologisch
unterscheidbar (Dowling 1976). In der auReren Faserschicht laufen Prozesse
zwischen Rezeptor-, Bipolar- und Horizontalzellen ab. Innen erfolgen
Interaktionen zwischen Bipolar-, amakrinen Zellen und Ganglienzellen
(Dowling 1990). Die auldere plexiforme Schicht ist beim Frosch relativ schmal,
unterscheidet sich aber nur geringfligig von anderen Spezies. Die
Endigungen der Rezeptorzellen sind dort zu finden. Zapfen und Stabchen
bilden terminal sog. Ribbon-Synapsen aus, deren Besonderheit u.a. darin
begrundet ist, dass eine Ribbon-Synapse mehrere postsynaptische Kontakte
zu den Dendriten der Bipolar- und Horizontalzellen ausbildet. Die
Horizontalzellen in der auf3eren plexiformen Schicht bilden Synapsen, die

lediglich mit einem postsynaptischen Element verbunden sind.

Die innere plexiforme Schicht stellt sich im Verhaltnis zur aulieren
ausgepragter dar, mit komplexer synaptischer Verschaltung und mit einer
grolReren Varianz der Synapsentypen. Zwei Synapsentypen koénnen
innerhalb der inneren plexiformen Schicht beobachtet werden, Ribbon- und
konventionelle Synapsen, wobei in der Regel davon auszugehen ist, dass
Ribbon-Synapsen an den Endigungen bipolarer Zellen zu finden sind und
konventionelle Synapsen an den Endigungen amakriner Zellen. Amakrine
Zellen konnen mit Bipolarzellen seriell verbunden sein. Sie bilden den
Hauptanteil aller synaptischen Kontakte zu den Ganglienzellen. Diese
erhalten Uber die Bipolar- und amakrinen Zellen retinale Signale, die nach
Ubermittlung durch die Rezeptorzellen bereits eine Vorverarbeitung erfahren
haben (Kuffler 1952, Dowling 1976).

Der Uber die Rezeptorzellen vermittelte Ausschnitt des Gesichtsfeldes wird
.srezeptives Feld® genannt, die entsprechende neuronale Verschaltung
,perzeptive Einheit® (Grusser & Grusser-Cornehls 1976). Eine Weiterleitung
der optischen Signale erfolgt Uber die Axone des Nervus opticus, die
weitverzweigt mit ihren synaptischen Endigungen retinotopisch in die tectalen
Schichten hereinreichen. Anuren zeigen vier verschiedene Typen retinaler
Ganglienzellen (Lettvin et al. 1959). Je nach Antwortverhalten gegenuber

definierten optischen Parametern, getestet an Kroten, werden R2-, R3- und
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R4-Neuronen klassifiziert (Ewert & Hock 1972). Danach Uberwiegen im
Praetectum die retinalen Eingange von R3- und R4-Neuronen, im Tectum
opticum die retinalen Eingange von R2- und R3-Neuronen. Ganglienzellen

der Klasse R1 konnten in Fréschen nachgewiesen werden (Ewert 1984).

2.1.2 Retino-tectale und retino-praetectale Projektionen

Alle visuellen Informationen erfahren Uber die Retina eine Vorverarbeitung.
Nach einer ersten Spezifikation, vermittelt durch retinale Ganglienzellen R2,
R3, R4 (Ewert & Hock 1972), gelangt visueller Input Uber retino-tectale und
retino-praetectale Projektionsbahnen des Nervus opticus zum Tectum
opticum (TO) und zum praetectalen Thalamus. Da die Fasern des Nervus
opticus fast vollstandig im Chiasma opticum kreuzen, stellt jeweils das
kontralaterale TO das Hauptprojektionsgebiet dar; die Axone enden
retinotopisch (Gaze 1958, Ewert & Borchers 1971). Ipsilaterale Eingange
konnten ebenfalls nachgewiesen werden (Butler 1974, Trachtenberg & Ingle
1974, Gaillard & Galand 1977, Repérant et al. 1982, Grlisser-Cornehls 1984,
Wye-Dvorak et al. 1991). Die diencephalen visuellen Kernstrukturen werden
mit Projektionen von der ipsilateralen und contralateralen Retina versorgt.
Das subtectale Tegmentum erhalt contralateralen retinalen Input (zus. gef.
Fite & Scalia 1976, Scalia 1976, Székely & Lazar 1976, Ewert 1984, Grisser-
Cornehls 1984, Lazar 1984). Weiterhin konnten retinotopische
Projektionsmuster im Neuropil Bellonci (NB), im Corpus geniculatum
thalamicum (Cp) und im anterioren thalamischen Nucleus (A) nachgewiesen
werden (Neary u. Northcutt 1983). Ferner werden im Diencephalon die
praetectalen Areale, posterodorsaler praetectaler Thalamus (Lpd) und
posteriorer praetectaler Thalamus (P) innerviert (Scalia & Gregory 1970, Fite
& Scalia 1976, Lazar 1979).

2.1.3 Tectum opticum

Wahrend in der Retina bereits eine Vorverarbeitung visueller Signale

stattfindet, erfolgt die Informationsverarbeitung des retinalen Input bei
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Amphibien hauptsachlich im Mittelhirndach, dem Tectum opticum, in
Verbindung mit prae- und posttectalen Strukturen. Die retinalen afferenten
Fasern endigen in den oberen Schichten 9 und 8 des kontralateralen Tectum
opticum. Das Tectum erhalt auch indirekt visuellen Input aus Layer 7 der
kontralateralen tectalen Hemisphare (Rubinson 1968, Lazar 1969, Wilczynski
& Northcutt 1977). Nicht-visueller Input wird ebenfalls im Tectum verarbeitet.
Die entsprechenden Afferenzen ziehen vom ipsilateralen Tegmentum (TEG)
zum Layer 7 (Skékely & Lazar 1976, Wilczynski & Northcutt 1977).
Afferenzen aus dem Nucleus isthmi (IST) mit visuellem und nicht-visuellem
Input terminieren in den oberen tectalen Schichten, Layer 8 und 9
(Wilczynski & Northcutt 1977, Gruberg & Udin 1978, Gruberg & Lettvin 1980,
Grobstein 1989, Gruberg 1989, Gruberg et al. 1989). Desweiteren erhalt das
Tectum opticum Afferenzen aus den praetectalen-thalamischen Nuclei, dem
posterioren praetectal-thalamischen Nucleus (P) (Rubinson 1968, Lazar
1969, Scalia 1976, Wilczynski & Northcutt 1977, Neary & Wilczynski 1980,
Wilczynski 1981, Weeasuriya & Ewert 1983), dem lateralen posterodorsalen
praetectal-thalamischen Nucleus (Lpd) (Wilczynski & Northcutt 1977,
Wilczynski 1981, Weerasuryia & Ewert 1983) und dem anterioren dorsalen
thalamischen Nucleus (A) (Neary & Wilczynski 1980, Lazar et al. 1983,
Neary & Northcutt 1983), sowie dem Komplex bestehend aus dem Neuropil
Bellonci (fruher Nucleus Bellonci) und ventrolateralen dorsalen thalamischen
Nucleus (VId) (Trachtenberg & Ingle 1974, Neary & Wilczynski 1980).
Hauptprojektionsgebiet der genannten diencephalen Strukturen ist die
Lamina A von Layer 9 (Skékely et al. 1973, zus. gef. Scalia 1976). Weitere
Afferenzen erhalt das Tectum aus der praoptischen Region (PO) und vom
infundibularen Hypothalamus mit Projektionsgebiet in Layer 3 und 5 des
Tectum opticum (Wilczynski & Northcutt 1977, Neary 1980).

2.1.3.1 Histologische Struktur des Tectum Opticum

Das Tectum opticum zeigt im histologischen Schnitt eine deutliche laminare
Schichtung, wobei zellreiche und faserhaltige (plexiforme) Schichten
alternieren. Aufteilung und Benennung der einzelnen Schichten orientieren

sich am Schema nach Gaupp et al. (1904), der eine Aufteilung in neun Layer
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vornahm. Potter (1969) untergliederte Layer 9 in sechs weitere Laminae (A-
F). Die von Ariéns Kappers et al. (1960) aufgefuhrte Stratifizierung in
lediglich sechs Schichten, ist der Aufteilung von Gaupp grundsatzlich
vergleichbar, sie fasst lediglich einige Schichten zusammen (A = Stratum
zonale (1), B = Stratum opticum (2), C — F = Stratum fibrosum et griseum
superficiale (3), Layer 8 = Stratum griseum centrale (4), Layer 7 = Stratum
album centrale (5), Layer 6 — 1 = Stratum periventriculare (6) (zus.gef. von
Scalia 1976). Der Myelinisierungsgrad in den einzelnen Laminae ist
unterschiedlich, wahrend die Fasern der Laminae A, C und E unmyelinisiert
sind, finden sich in Layer B, D, F und G myelinisierte Fasern (Potter 1972).
Sechs morphologisch unterscheidbare Neuronentypen konnten im Tectum
opticum identifiziert werden (Székely et al. 1973). Es finden sich groRe
birnenformige Neuronen in tieferen tectalen Schichten (Layer 2/4/6), grol3e
pyramidale Neuronen (Somata in Layer 4/6, Axone in Layer 7), grolke
ganglionare Neuronen (Somata in Layer 6/7 und 8, Axone in Layer 7), kleine
birnenformige Neuronen (Somata in Layer 8, Dendriten in Layer 9), bipolare
Neuronen (Somata in Layer 8, Dendriten bis Layer 9 — C, Axone bis Layer 6)

und kleine Neuronen wie Sternzellen und amakrine Zellen in Layer 9.

Mittels elektrophysiologischer Untersuchungsmethoden konnten ver-
schiedene Typen tectaler Projektionsneuronen am Tectum opticum von
Frosch und Krote nach visueller Stimulation extrazellular (Grusser & Grisser-
Cornehls 1970, von Wietersheim & Ewert 1978, Ewert 1984, 1997) und
intrazellular (Matsumoto et al. 1986) abgeleitet werden. Grisser und
Grusser-Cornehls (1976) nahmen eine Einteilung der Neuronentypen in T1
bis T9 vor unter Berlcksichtigung von Form, Groe, Lokalisation des
exzitatorischen rezeptiven Feldes (ERF) und eingehender monocularer oder
binocularer visueller Signale. Vier Subtypen von T5-Neuronen konnten
klassifiziert werden (Ewert 1984, 1997) welche eine unterschiedlich starke
Aktivierung auf sich bewegende Objekte variierender Grofde und
Konfiguration erfahren. Als T5.2 bezeichnete Neuronen z.B. dienen der
Beuteerkennung. Morphologisch konnten sie als pyramidale Neuronen
charakterisiert werden, lokalisiert an der Grenze von Layer 6 zu Layer 7

(Ewert et al. 1985, Matsumoto 1989). Ihre langen Axone verlassen das
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2 Anatomische und morphologische Grundlagen

Tectum und konnen bis in die Medulla oblongata verfolgt werden
(Weerasuriya & Ewert 1983, Matsumoto et al. 1986, Schwippert et al. 1990).
Die Nettoaktivitat der T5.2-Neuronen ist maligebend fur die Aktivierung des
bulbar/spinalen motorischen Systems, somit malgeblich fir die
Beutefangaktivitat bei Kroten (Ewert 1984, 1989, Satou & Ewert 1985).
Morphologisches Korrelat ist im Prinzip das Modell “column concept® von
Székely und Lazar (1976).

Abbildung 1: Laminare Schichtung des Tectum opticum bei Amphibien (nach
Székely & Lazar 1976). Darstellung der einzelnen tectalen Schichten (nummeriert
von 1-9 am linken Rand), sowie die in den Schichten befindlichen Neuronentypen,
nummeriert von 1-10 in der Abb.) 1,2 = grof3e birnenférmige Zellen, 3 = pyramidale
Zellen, 4 = gangliondre Zellen, 5, 6 = kleine birnenférmige Zellen, 7 = bipolare
Neuronen, 8 = Sternzellen, 9 = amakrine Zellen, 10 = optische Endigungen

11
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2.1.4 Praetectum

Der praetectale Thalamus liegt im caudalen Diencephalon und grenzt an das
rostrale Tectum opticum (Neary & Northcutt 1983). Der praetectale Thalamus
gliedert sich in den posterioren Nucleus (P), den lateralen posterodorsalen
Nucleus (Lpd) und den posteroventralen Nucleus (Lpv). Die Nuclei dienen
z.T. als Schaltstellen zwischen verschiedenen telencephalen Strukturen und
dem Tectum opticum, z.B. im Zusammenhang mit Lern- und Start-
programmen (Ewert 1991, 1997). Eine kdurzlich verdffentlichte Studie
bestatigt die thalamischen Projektionen auch flir Bombina orientalis (Roth et
al. 2003). Direkte retinale Projektionen in diese Region existieren
nachweislich (Scalia & Fite 1974). Dabei mul} die retinale Topographie bei
der praetecto-tectalen Projektion berlcksichtigt werden (Székely & Lazar
1976). Beim Vergleich der retino-tectalen mit der retino-praetectalen
Projektion fallt auf, dass die Projektionen im Praetectum auf rostro-caudaler
Achse sich spiegelverkehrt darstellen (Ewert et al. 1974). In mehreren
Untersuchungen konnte der praetectalen Region eine inhibitorische
Kontrollfunktion nachgewiesen werden. Um im Tectum ungehinderte
Erregungsausdehnung zu unterbinden, bedarf es zusatzlicher inhibitorischer
Instanzen. Einerseits wird eine interne tectale Hemmung diskutiert, zum
anderen konnte aufgrund von sogenannten Lasionsexperimenten eine
extratectale Inhibition durch das Praetectum eindeutig nachgewiesen werden.
In diesen Experimenten wurde die praetectale Lpd/P-Region mechanisch
oder pharmakologisch ausgeschaltet, in deren Folge inhibitorische Einflisse
entfielen und Beutefang auf jeden visuell dargebotenen Stimulus ausgelost
wurde. Eine weitere Bestatigung praetecto-tectaler Inhibition lieferten
elektrophysiologische Hirnreizungs- und Ableitversuche (Ewert 1968, Ingle
1973, 1980, Ewert et al. 1974, Ewert & v. Wietersheim 1974a, b, Ewert 1987,
Beneke et al. 1992, Schwippert et al. 1995). Mittels antidromer Stimulations-
und Ableittechnik identifizierten Buxbaum-Conradi und Ewert (1995) an
Kroten TH3- und TH4-Neuronen als praetecto-tectale Projektionsneuronen.
Interessanterweise ist die Lage von TH4- und TH3-Neuronen
Ubereinstimmend mit der Lage von NPY-ir Zellen, die ihre Axone in das

dorsale Tectum opticum entsenden (Kozicz & Lazar 1994). Fir Bombina
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orientalis bestatigten Roth et al. (2003) Uber intrazellulare Ableitung und
anterograde Biocytin-Farbung TH4-analoge Neuronen als inhibitorisch
wirksame praetectale Projektionsneuronen zum Tectum opticum. Ein
mechanisches Durchtrennen praetecto-tectaler Verbindungen oder gezieltes
Ausschalten praetectaler Neuronen, z.B. durch Kainsaure (Ewert 1968,
Ewert et al. 1996), fuhrte nach Prasentation optischer Stimuli ipsilateral zu
einer hoheren tectalen Aktivitat als contralateral. Hinzu kam eine verminderte
Selektivitat fur figurale visuelle Bewegungsmuster. Dies verdeutlicht, dass
praetecto-tectale inhibitorische Projektionen spezifizierend wirken auf die
tectale Erregungsausbreitung (Székely 1973, Ewert 1974, 1987, 1997,
Székely & Lazar 1976, Ewert et al. 1985, Arbib 1987a, Ewert 1987, 1997).
Wie bereits erwahnt, stellt das Praetectum eine Schaltstelle zwischen
Tectum opticum und telencephalen Strukturen dar, d.h. es wirkt nicht nur
modulierend auf das Tectum, sondern vermittelt zusatzlich zwischen Tectum
und Telencephalon. Diese Art des Informationstransfers wird als “Gating
loop“ diskutiert, wonach das Praetectum selbst einer telencephalen
inhibitorischen Steuerung durch das caudale Striatum unterliegt (Ewert 1987,
1997).
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere und ihre Haltung

Alle Versuche wurden an mannlichen und weiblichen, adulten chinesischen

Rotbauchunken, Bombina orientalis, durchgefihrt.

Abbildung 2: Bombina orientalis (Chinesische Rotbauchunke)

Chinesische Rotbauchunken gehoéren zu den Tetrapoden und erfahren

folgende systematische Einordnung (Remane et al. 1986):

Klasse: Amphibia
Ordnung: Anura
Unterordnung: Opisthocoela
Familie: Discoglossidae
Gattung: Bombina

Art Bombina orientalis

Die Anuren (Frosche und Kroten) stellen weitaus die grof3te Ordnung
lebender Amphibien dar mit 5209 Spezies (Amphibiaweb 2005). Es findet
sich eine Aufteilung der Anuren in zwei Unterordnungen: Archaeobatrachia
(mit den Familien Leiopelmatidae, Discoglossidae, Pipidae, Rhinophrynidae,

Pelobatidae und Pelodytidae) und Neobatrachia (mit den Oberfamilien
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Hyloidea (= Bufonidae), Microhyloidea und Ranoidea (z.B. Duellmann 1975,
Dubois 1986). Fossile Funde noch bestehender Anuren-Familien belegen
eine Existenz der Discoglossidae seit dem mittleren Jura, wahrend erste
Funde der Neobatrachia aus der spaten Kreidezeit stammen (Sanchiz 1998,
Baez 2000, Ro¢ek 2000, Rocek & Rage 2000).

Die zur Gattung Bombina zahlenden Unken umfasst zwei Arten, die
Chinesische Rotbauchunke (Bombina orientalis) und die sogenannte
Riesenunke (Bombina maxima). Aus Europa stammen zwei weitere, besser
erforschte Arten, die Gelbbauchunke (Bombina variegata) und die
Rotbauchunke (Bombina bombina). Die Chinesische Rotbauchunke hat ihren
Verbreitungsschwerpunkt in Nord-Ost-China (Shantung-Gebirge, Mandschu-
rei), auch zu finden in Ost-Sibirien, Japan und Korea. Die Tiere sind tag- und
dammerungsaktiv, leben semiaquatisch und bevorzugen schneller flieRende
Bachlaufe oder Uberschwemmte Wiesen als ihr Biotop (Nietzke 1989). Zur
Paarungszeit im April und Mai suchen die Unken kleine, langsam flieRende
Bachlaufe auf, insbesondere nach langen Regenfallen zeigen sie eine
vermehrte Paarungsaktivitat. Die Laichperiode kann sich bis in den frihen
September hineinziehen. Die Anheftung der Eiballen, bis zu 100 Eier pro
Gelege, erfolgt an einzelne Pflanzenstengel. Zur Winterruhe im November
vergraben sich die Tiere im Schlamm, bis im Marz die ersten warmeren
Regenfalle einsetzen. Die naturliche Nahrung der aktiven Jager besteht u.a.
aus kleinen Grillen, Regenwirmern, Kaulquappen, Kleininsekten, Blattlausen

und Nacktschnecken.

Adulte Rotbauchunken erreichen ein durchschnittliches Korpergewicht von
0,010 kg, die Korperform ist vergleichbar mit der bei uns beheimateten
Gelbbauchunke (Bombina variegata). Die in der Regel blattgrine
Korperoberseite, teilweise aber auch braunlich gefarbt, weist kleinere und
groldere schwarze, unregelmafige und leicht erhabene Flecken auf. Die
Kdrperunterseite ist glatt, orangerot gefarbt und zeigt eine dem Rlcken
ahnliche schwarze Fleckung. Diese typische Farbung bildet sich in der Regel

mit sechs Landmonaten aus. Geschlechtsreif werden die Rotbauchunken mit
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drei bis vier Jahren und konnen ein Lebensalter von bis zu 25 Jahren
erreichen.

Der Familienname Discoglossidae (Scheibenziingler) beschreibt die
physiologische Besonderheit der Zungenanatomie. Die Zunge der Unken hat
eine scheibenahnliche Form und ist mit ihrer gesamten Flache mit dem
Mundboden verwachsen, sie kann also beim Beutefang nicht

herausgeschnellt werden.

Die fur die Versuche eingesetzten Unken wurden unter konstanten auf3eren
Bedingungen in einem Amphibienraum gehalten. Die Lufttemperatur lag bei
22°C, bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von etwa 60%. Uber eine
Zeitschaltuhr wurde klnstlich ein 12-stiindiger Tag/Nacht-Rhythmus erzeugt.
Insgesamt standen 17 Terrarien mit durchschnittlich 15 Tieren zur Verfugung.
Jedes Terrarium hatte eine ausreichend grof3e Grundflache, wobei ein Drittel
der Terrarienflache als Landzone diente und jeweils mit einer ca. 3cm dicken
Schaumstoffmatte ausgelegt war. Die restlichen zwei Drittel des Beckens
waren als Wasserzone mit ca. 20°C temperiertem Wasser befullt (vgl.
Richtlinien des Europarates ETS123, Appendix A, Ewert et al. 2005). Als
Unterschlupf dienten Kork, halbierte Tontdpfe, Steine, kunstliche Pflanzen
und Baumrinde. Um ein moglichst naturliches Verhalten der Unken zu
gewahrleisten, wurde ein geeigneter Lebensraum bei naturlicher Nahrungsart
und geeigneter Futterungstechnik geschaffen. Geflttert wurden Rote
Muckenlarven, Blattlause, Grillen, Mehlwirmer, Fliegen und Bachflohkrebse.
Um “Modifikationen des speziesspezifischen Beuteschemas® (Konditionieren
auf Pinzette bzw. Hand) (Ewert et al. 1983, 1994, 2001) zu verhindern,
wurden die Unken nicht direkt geflttert, sondern erhielten ihr Futter aus

kleinen Schalen, die in das Terrarium gestellt wurden.

3.1.1 Versuchstiere fur Vergleichsstudien: Bufo marinus L.

Als Kontroll-Versuchstier diente die Agakrote (Bufo marinus). Sie gehort zur

Familie der echten Kréten (Bufonidae).
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Abbildung 3: Bufo marinus (Agakrote)

Agakroten erfahren folgende systematische Einordnung:

Klasse : Amphibia

Ordnung: Anura

Unterordnung: Procoela

Familie: Bufonidae

Gattung: Bufo (echte Kroten)

Art: Bufo marinus (Agakréte)

Das Hauptverbreitungsgebiet von Bufo marinus erstreckt sich von
Patagonien Uber Sud- und Mittelamerika bis nach Texas. In Sudflorida wurde
sie eingeburgert, ebenso wurden Tiere aus Hawai in den australischen
Nordosten importiert, um auf den Zuckerrohrplantagen Schadlinge, vor allem
den Zuckerrohrkafer, zu vernichten, daher auch der Beiname ,Cane toad*
(Rohrkrote). Die Agakrote ist - aulRer Bufo blombergi - eine der grof3ten
Kroten aus der Familie der Bufonidae. Die Weibchen kdnnen bis zu 1,5 kg
schwer werden, die Mannchen sind in der Regel etwas kleiner und leichter.
Die Agakréte hat eine trockene, warzige Haut und ist grau-braun gefarbt mit
einer helleren Bauchseite. Augenscheinliches Merkmal der Kroten sind die
grolden, fast dreieckigen Parotiden, Uber die sie ein giftiges Hautsekret zur
Verteidigung absondern kénnen. Augen und Schleimhaute von Angreifern
werden stark gereizt. Das Gift kann fir manche Tiere tddlich sein. Beim
Menschen 16st Krotengift haufig starke Hautreizungen aus. Im Sekret sind
pharmakologisch wirksame Substanzen enthalten wie Indoalkylamine,

Bufogenine, Bufotoxine und Katecholamine (Adrenalin und Noradrenalin),
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sowie die Halluzinogene Bufotenin, Dimethyltryptamin (DMT) und 5-Methoxy-
DMT. Manche Schlangenarten bevorzugen Kroten gegenlber Froschen

gerade wegen des Hautsekretes.

Die Agakrote gehort zu den nachtaktiven Tieren, tagsuber halt sie sich meist
versteckt. Die Paarungsszeit richtet sich nach den klimatischen Begeben-
heiten; zumeist erfolgt die Paarung ab einer Temperatur von ca. 25°C. Die
Tiere suchen dazu stehende Gewasser auf. Das Weibchen setzt Eischnure
mit mehreren tausend Eiern ab, die vom Mannchen direkt befruchtet werden.
Die Nahrung der Agakrote besteht vorwiegend aus Regenwurmern,
Nacktschnecken, Grillen, Heimchen, Heuschrecken, kleinen Eidechsen und

jungen Mausen.

In Australien stellt die Agakrote ein groRes Problem dar, da sie, bedingt durch
einen Mangel an naturlichen Feinden, das Okologische Gleichgewicht der
einheimischen Tierwelt stort. Die australische Regierung versucht die

Population der Kréte biologisch zu kontrollieren.

Die Agakroten, die in der Abteilung Neurobiologie fur Versuchszwecke zur
Verfligung standen, wurden Uber den Zoofachhandel (Fa. Tropenhaus Th.
Marxen, Hamburg) bezogen. Die Tiere wurden in Aqua-Terrarien von
ausreichender GrofRe unter konstanten Bedingungen gehalten. Je nach Grolie
wurden bis zu vier Tiere in einem Terrarium untergebracht (vgl. Richtlinien des
Europarates ETS123, Appendix A, Ewert et al. 2005). Um annahernd ein
naturliches Lebensumfeld zu schaffen, wurden 3 der Grundflache des
Beckens mit Schaumstoffmatten als Landteil ausgelegt. Das unbedeckte
Viertel enthielt auf ca. 20°C temperiertes Wasser. Unterschlupf wurde geboten
durch Steine, halbierte Kunstoffrohren und TongefalRe. Abgedeckt waren die
Terrarien mit Aluminiumlochgittern. Mittels Zeitschaltuhr wurde ein 12-
stiindiger Tag/Nacht-Rhythmus fir die klnstliche Beleuchtung gewahlt. Die
Tiere wurden bei einer konstanten Raumtemperatur von 22°C und einer

relativen Luftfeuchte von 60% gehalten.
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Die Einfuhr der Anuren sowie ihre Verwendung in den Experimenten
unterlagen den nationalen und internationalen Bestimmungen von
Artenschutz und Naturschutz. Eine Genehmigung zur Einfuhr der Unken und
Kréten wurde vom “Bundesamt fur Ernahrung und Forstwirtschaft” und der
“‘Abteilung Forsten und Naturschutz® der Stadt Kassel durch den
Regierungsprasidenten erteilt. Die Uberprifung der Tierhaltung erfolgte
durch das “Staatliche Veterindramt der Stadt Kassel. Die Versuchs-
durchfiihrung wurde genehmigt vom Regierungsprasidenten und der

Ethikkommission.

3.2 Anasthesie und Operationstechnik

Die Rotbauchunken erhielten zunachst eine subcutane Injektion Ketavet®, in
einer Dosierung von 400 mg/kg Koérpergewicht. Nach ca. 30-45 min hatten
die Tiere das Stadium der chirurgischen Toleranz erreicht und der Eingriff
konnte vorgenommen werden. Zusatzlich wurde zur Lokalanasthesie des
Operationsfeldes Meaverin® eingesetzt. Unter binokularer Kontrolle wurde
zunachst das Schadeldach vorsichtig freiprapariert und mit Hilfe eines
Dentalbohrers oberhalb des Tectum opticum lokal eroffnet. Der freigelegte
Bereich wurde mit einem Tropfen chemisch reinen Paraffindls (Merck)
versorgt, um ein Austrocknen der Gehirnoberflache zu verhindern. Einer
Infektion des Operationsfeldes konnte durch Auftragen einer antibiotischen
Augensalbe (Nebacetin®) vorgebeugt werden. Um eine Beeinflussung der
Versuchsergebnisse durch Ketavet ausschlieBen zu kénnen, wurden die
Tiere erst nach einer 24-stindigen Warteperiode fur die Experimente

eingesetzt.

Die Agakroten erhielten eine intralymphatische Injektion Ketavet in einer
Dosierung von 100 mg Ketaminhydrochlorid pro kg Kérpergewicht. Nach ca.
45 min hatten die Tiere das Stadium der chirurgischen Toleranz erreicht und
konnten in gleicher Vorgehensweise, wie fur die Rotbauchunken beschrieben,

vorbereitet werden.
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3.2.1 Demobilisierung mit Succinylcholin

Um eine sichere Positionierung des mit NPY getrankten Gelkissens auf der
tectalen Oberflache zu gewahrleisten, sollten die Versuchstiere durch die
Gabe eines Muskelrelaxans immobilisiert werden. Dazu wurde den Tieren ca.
15 min vor Versuchsbeginn 60 mg/kg Korpergewicht Succinylcholin (2%-iges

Succinyl-Asta®) als subcutane Injektion verabreicht.

0
+
O—CH, — CH, —N(CH,),
+
O— CH, — CH, —N(CH,),
0 . .
Succinylcholin

Abbildung 4: Strukturformel Succinylcholin

Succinylcholin (Suxamethoniumchlorid), ein Bischolinester der
Bernsteinsaure, ist eine synthetische Substanz, die agonistisch am
nikotinischen ACh-Rezeptor wirkt. Aufgrund einer Depolarisation der
neuromuskularen Endplatte kommt es nach Verabreichung von
Succinylcholin zunachst zu fibrillaren Zuckungen der Muskulatur, denen
infolge einer Dauerdepolarisation eine Relaxierung folgt. Beim Menschen ist
die Wirkung von Succinylcholin nur von kurzer Dauer (bei entsprechender
Dosierung nur 1-2 min), da die Substanz durch die Serumcholinesterase
rasch abgebaut wird. Verwendung findet Suxamethoniumchlorid in der
Narkoseeinleitung, haufig in Kombination mit einem kurz wirkenden
Narkotikum zwecks Intubation bei Inhalationsnarkosen. Beim Tier gibt es
mitunter erhebliche Unterschiede in der Abbaugeschwindigkeit von
Succinylcholin, z.B. durch atypische Serumcholinesterase oder auch geringe
Mengen an Serumcholinesterase im Blut, was bei einigen Spezies zu
verlangsamten Abbauprozessen flihren kann und folglich auch zu einer lang
anhaltenden Muskelrelaxation, haufig begleitet durch die unerwunschte

Nebenwirkung einer peripheren Atemlahmung. Bis zur Wirkungsabnahme
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muss beatmet werden (Loscher 1997); bei persistierender Apnoe aufgrund
relativer oder absoluter SuccinylcholinUberdosierung wird humane Serum-
Cholinesterase als Antidot verabreicht. Eine ausreichende Sauer-
stoffversorgung musste demnach flr die Versuchstiere gewahrleistet sein.
Da Anuren bis zu 80% ihres Sauerstoffbedarfes auch Uber die Haut decken
konnen, wurde zur Aufrechterhaltung der Hautatmung ein angefeuchtetes

dinnes Vlies auf die Ruckenhaut der Tiere gelegt und regelmafig befeuchtet.

3.3 [*C]-2-Desoxi-D-Glukose-Methode

Die [*C]-2-Desoxi-D-Glukose (**C-2DG) Methode erlaubt einen Blick in die
funktionelle Aktivitat des Gehirns und ermdglicht es, regional ablaufende
physiologische und biochemische Energiestoffwechselprozesse innerhalb
des Gehirns quantitativn. zu erfassen. Die lokale zerebrale
Glukosemetabolisierung und die zerebrale Durchblutung korrellieren eng mit
der funktionellen Aktivitat im Nervengewebe. Je hoher die funktionelle
Aktivitat, desto hoher der Umsatz an Glukose und desto hdéher die
Durchblutung im aktiven Gewebe (Sokoloff 1992). [*C]-2-Desoxiglukose
unterscheidet sich chemisch durch den Austausch von einer Hydroxylgruppe
durch ein Hydrogenatom auf dem zweiten Carbonatom. Die Aufnahme erfolgt
wie Glukose vor allem ber den ATP-Bedarf der Na*/K*-Pumpen (Sokoloff
1984) in das synaptische Neuropil, die Perikaryen und in die umliegenden

Gliazellen.

Es besteht ein direkter Bezug zwischen der lokalen funktionalen Aktivitat, der
Durchblutung im Gewebe und dem Energiestoffwechsel. Auf diese Weise
kdnnen mit Hilfe der ['“C]-2-Desoxi-D-Glukose-Methode neuronale
Stoffwechselvorgange dargestellt werden, welche physiologische und
verhaltenstypische Zustande, aber auch pharmakologisch beeinflusste
Stoffwechsellagen widerspiegeln. Die *C-2DG-Methode basiert auf einem
kinetischen Modell Uber das biochemische Verhalten von 2-Desoxiglukose
und Glukose im Gehirn (Sokoloff et al.1977, Sokoloff 1982).
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Strukturformel (Haworth-Formel)

R-D-Glukose 3-2-D-Desoxiglukose

Abbildung 5: Strukturformel 3-D-Glukose und R-2-D-Desoxiglukose

Beide Hexosen koénnen die Bluthirnschranke bi-direktional mit Hilfe des
gleichen Tragermolekuls passieren und werden im Nervengewebe durch das
Enzym Hexokinase phosphoryliert zu ihren Hexose-6-Phosphat-Derivaten
(Sols & Crane 1954). Anders als Glukose-6-Phosphat, welches sehr schnell
metabolisiert wird zu Pyruvat und Laktat, unter aeroben Bedingungen zu CO,
und H;O, kann Desoxiglukose-6-Phosphat (DG-6-P) nicht in jener Form
umgewandelt werden; es reichert sich somit proportional zur neuronalen
Aktivitat regional im Nervengewebe an. Desoxiglukose-6-Phosphat kann
umgebaut werden zu Desoxiglukose-1-Phosphat und weiter zu Uridin-
diphospho-Desoxiglukose, Glycogen, Glycolipiden und Glykoproteinen. Aber
diese Reaktionen laufen sehr langsam ab (Nelson et al. 1984). Es handelt
sich hierbei um relativ stabile Abbauprodukte, die in ihrer Gesamtheit flr die
Desoxiglucosephosphorylation stehen. DG-6-P und seine Derivate lagern
sich im Nervengewebe folglich ab, nicht dauerhaft aber lange genug, um
ausgiebige Messungen durchfuhren zu koénnen, ohne eine signifikante
Verminderung der akkumulierten Derivate erwarten zu mussen. Die ['“C]-2-
Desoxi-D-Glukose-Methode misst demnach immer die Netto-Rate der
Glukosephosphorylation und stellt ein Mal3 fur den lokalen Hirnstoffwechsel

dar.
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3.3.1 Versuchsapparatur

Als grundlegender Bestandteil aller durchgefiihrten Versuche diente die von
Ewert (1968) entwickelte und von Burghagen (1979) modifizierte
Standardapparatur. Bei diesem Modell handelt es sich um eine Rundarena
mit sogenannter Attrappenwechselautomatik. Das Versuchstier befindet sich
freibeweglich auf einem runden Podest (J = 13 cm, bzw. & = 30 cm),
umgeben von einem 20 cm hohen Glaszylinder aus nicht reflektierendem
Glas gleichen Durchmessers. Muster in Wurm-Konfiguration wurden
horizontal ausgerichtet, um Versuchstier und Podest bewegt, so dass das
Versuchstier freie Orientierungs-, Zuwende- und Schnappbewegungen

durchfiihren konnte.

Abbildung 6: Versuchsarena mit Attrappenwechselautomatik (nach Ewert 1968 &
Burghagen 1979), a: Glaszylinder mit Abdeckung, b: Attrappenarme u. —halterungen
(Abdeckung fehlt), c: Schaltelement fir Attrappenhalterungen, d: Steuerelement fir
Richtungswechsel, e: Beleuchtung, ringférmige Abgrenzung fehlt zwecks
Darstellung
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Eine weitere ringférmige Abgrenzung (& = 40 cm) mit homogen weillem
Hintergrund diente als Schutzvorrichtung vor stérenden Einflissen. Die
Darbietung der visuellen Reizmuster konnte mit Hilfe von sechs
Attrappenarmen gewabhrleistet werden, die jeweils Uber einen separaten
Elektromotor (6V) einzeln mit konstanter Winkelgeschwindigkeit (8°/s)
angesteuert werden konnten, ohne direkten stérenden Eingriff durch den
Experimentator. Die Expositionswinkel der Reizgebung (Halterungen, Motor
etc.) waren so eingestellt, dass das Versuchstier nur das Reizmuster als

visuellen Bewegungsreiz wahrnehmen konnte.

Abbildung 7: Versuchsarena mit Bombina orientalis mit ringférmiger Abgrenzung

24



3 Material und Methoden

Abbildung 8: Bombina orientalis am Glaszylinderrand, orientiertes Zuwenden auf
Beute-Attrappe 1

3.3.2 Versuchsdurchfiihrung

Die Thematik dieser Arbeit erforderte eine Aufteilung der Versuchstiere in
verschiedene Gruppen. Dies war erforderlich, um einerseits physiologische
bzw. metabolisch durch Pharmaka unbeeinflusste tectale Stoffwechsellagen
zu charakterisieren und andererseits, um pharmakologisch beeinflusste Tiere
auf eine veranderte tectale Stoffwechsellage zu untersuchen und die
gewonnenen Ergebnisse mit denen unbehandelter Tiere vergleichen zu
konnen. Es erfolgte somit eine Einteilung der Versuchstiere in vier Gruppen:
Als Beute-Attrappen fiir Bombina orientalis dienten 2 x 24 mm? horizontal
ausgerichtete schwarze Kartonstreifen (Kuhn 2003). Fur die Agakréten
wurden Beute-Attrappen der GroRe 4 x 28 mm? gewahlt (Finkenstadt et al.
1985, 1986, Finkenstadt & Ewert 1987, Glagow & Ewert 1999). Bei allen
Versuchstieren der Spezies Bombina orientalis wurde vor Versuchsbeginn
die positive Anwortbereitschaft auf die entsprechenden Beute-Attrappen
getestet. Eingesetzt wurden nur die Tiere, die wahrend einer 30s dauernden
Stimulation mindestens 20 Reaktionen in Form von Zuwende- oder

Schnappbewegungen auf die Beute-Attrappe zeigten. Um wahrend der
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Versuchsperiode von 45 min eine Habituation der Tiere an das dargebotene
Beutemuster zu verhindern, wurde einerseits die Bewegungsrichtung alle
zwei Minuten geandert (bei konstant gehaltener Winkelgeschwindigkeit von v
= 8°/s), andererseits konnten die horizontal ausgerichteten Beute-Attrappen
Uber die schwenkbaren Attrappenarme ins Gesichtsfeld der Versuchstiere
ein- bzw. wieder herausgeschwenkt werden. Ein geringer Blut-Glukose-
Spiegel der Versuchstiere ist erforderlich, um eine optimale Aufnahme von
4C-2DG zu gewidhrleisten (Young & Deutsch 1980); daher wurde bei allen
Versuchstieren durch einen 1-wochigen Futter-Entzug eine metabolische

Hypoglycamie induziert.
1. Versuchstiergruppe — Normal-Aktivitat:

In dieser ersten Kontrollgruppe sollten zunachst physiologische zerebrale
Aktvitatszustande nach visueller Stimulation mit einem Beutemuster ermittelt
werden, damit eine ,Normal-Aktivitat“ in beiden TO ermittelt und als Vergleich
zu den folgenden Versuchen herangezogen werden konnte. *C-2DG wurde
subkutan injiziert in einer Dosierung von 0,23 uCi/kg Korpergewicht (150 uCi/
kg KG bei Bufo marinus). Der visuelle Stimulus wurde fur 45 min alternierend
um die frei bewegliche Unke in der beschriebenen Versuchsarena bewegt.
Im Anschluss an das Experiment wurde das Versuchstier mit einer Uberdosis
Ketavet® tief narkotisiert, dekapitiert und das Gehirn entnommen. Das
exstirpierte Gehirn erhielt eine dreiminutige Vorfixation mit 2%igem
Glutaraldehyd in Phosphatpufferlésung und wurde umgehend in flissigem
Stickstoff fur 6s auf -196°C schockgefroren, mit Kryostat-Einbettmittel
(Reichert-Jung) ummantelt und nach ca. 2h Lagerung im Kryostat bei -20°C
geschnitten. Die histologischen Gehirnschnitte (25 pm Schnittdicke) wurden
mit einem feinen Pinsel auf Objekttrager Uberflihrt und sofort bei +60°C auf
der Warmeplatte getrocknet. Die angefertigten Schnittpraparate wurden
zusammen mit acht ["*C]-Methylmethacrylat-Standardstrahlern mit einem
Kodak BioMax MR Rdntgenfilm in Kontakt gebracht und konnten nach 21
Tagen entwickelt und autoradiographisch ausgewertet werden. Mit Hilfe von

SigmaScan Pro 5 konnten die durchschnittlichen ['*C]-Konzentrationen in
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den verschiedenen Hirnregionen ermittelt und in einen Falschfarbencode

umgesetzt werden.
2. Versuchstiergruppe — NPY-Applikation:

Die Tiere der zweiten Versuchsgruppe mussten operativ auf das Experiment
vorbereitet werden, weil fur die tectale Applikation von NPY ein Zugang
geschaffen werden musste. Die Rotbauchunken erhielten zunachst eine
subcutane Injektion Ketavet®, in einer Dosierung von 400 mg/kg KG. Nach ca.
30-45 min hatten die Tiere das Stadium der chirurgischen Toleranz erreicht
und der Eingriff konnte vorgenommen werden. Zusatzlich wurde zur
Lokalanasthesie des Operationsfeldes Meaverin® eingesetzt, um
Schmerzfreiheit wahrend des Eingriffes zu gewahrleisten. Unter binokularer
Kontrolle wurde oberhalb des Tectum opticum ein entsprechendes Hautareal,
das Schadeldach und Teile der Dura mater vorsichtig freiprapariert. Der
freigelegte Bereich wurde mit einem Tropfen chemisch reinen Paraffindls
(Merck) versorgt, um ein Austrocknen der Gehirnoberflache zu verhindern.
Einer Infektion des Operationsfeldes konnte durch Auftragen einer
antibiotischen Augensalbe (Nebacetin®) vorgebeugt werden. Um eine
Beeinflussung der Versuchsergebnisse durch Ketavet® ausschliellen zu
konnen, wurden die Tiere erst nach einer 24-stindigen Erholungsphase fur
die Experimente eingesetzt. Eine Stunde vor Versuchsbeginn wurden die
operierten Rotbauchunken wiederholt auf ihre Antwortbereitschaft auf die
Beute-Attrappen getestet. Fiinf Minuten vor der "C-2DG-Injektion wurde ein
mit NPY getranktes kleines Gelkissen in einer Grof3e von 0,5 x 0,5 mm? mit
Hilfe eines Mikromanipulators unilateral auf die Oberflache des Tectum
opticum aufgetragen. Das in Frosch-Ringer geldste porcine NPY in einer
Konzentration von 10 * mol/l wurde zu diesem Zweck in ein Agarosegel
(Gerbu) mit einer Gelstarke von 0,5% uberfuhrt, um eine Diffusion Uber die
gesamte tectale Oberflache zu vermeiden. Ein weiteres Gelkissen in gleicher
Grolle ohne NPY wurde auf der anderen tectalen Halfte aufgetragen und
diente als Kontrolle. Da sich eine Immobilisierung der Versuchstiere mit

Succinylcholin als ungeeignet erwiesen hatte (Erlauterung siehe Kap. 4.2.4),
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bedurfte es zur gezielten Applikation des NPY-Gelkissens einer kurzzeitigen
Absenkung der Korpertemperatur und Fixation der Versuchstiere. Es folgten
die subkutane '*C-2DG-Injektion und der beschriebene Versuchsablauf in

der Versuchsarena.
3. Versuchstiergruppe — APO-Applikation:

In dieser Gruppe erhielten die Tiere nach der '*C-2DG-Injektion eine
subkutane Injektion des Dopamin-Agonisten Apomorphin in einer Dosierung
von 50 mg/kg KG. Der weitere Versuchsablauf gestaltete sich wie bei den

pharmakologisch unbeeinflussten Tieren (vgl. 1. Versuchstiergruppe).
4. Versuchstiergruppe — APO/NPY-Applikation:

In dieser Gruppe wurden die Tiere in gleicher Vorgehensweise operativ
vorbereitet wie die zweite Gruppe. Die Unken erhielten eine subcutane
Injektion C-2DG, dann wurde Apomorphin systemisch verabreicht und in

einem letzten Schritt NPY unilateral auf die tectale Oberfache aufgetragen.

Chronologische Kurzfassung der Experimente:
(a) Prufen der Beutefangmotivation
(b) Anasthesie, Operation und unilaterale tectale NPY-Applikation nach
24h-iger Erholung
(c) "*C-2DG-Injektion ((c’) und Apomorphin-Injektion)
(d) 5 min spater, visuelle Stimulation mit Beute-Attrappen fur 45 min
(e) Toten der Versuchstiere und Anfertigen von Gehirnschnitten
In der Versuchstiergruppe 1 fehlten Schritt (b) und (¢’), in Versuchstiergruppe
3 fehlte Schritt (b).
Parallel wurden zur histologischen Aufarbeitung entsprechend Gehirnschnitte

angefertigt und mit verschiedenen Farbetechniken angefarbt.
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3.3.3 Densitometrische Bildanalyse mit SigmaScan Pro 5

Die autoradiographisch erzeugten Rontgenbilder wurden Uber eine CCD-IRIS
Videokamera (Sony) digital in den Rechner eingelesen und Uber eine
geeignete Software (IDS Falcon/Eagle) als Grafik im Bitmap-Format
abgespeichert. Die Bitmap-Grafiken standen damit einer weiteren

Verarbeitung mit SigmaScan Pro 5 zur Verfugung.

SigmaScan Pro 5 ist eine fiur wissenschaftliche Zwecke entwickelte
Bildanalyse-Software, die es erlaubt, digitale Bilder Uber automatisierte
Arbeitsprozesse auszuwerten. Mit Hilfe dieser Software wurden die
durchschnittlichen ['“C]-Konzentrationen der einzelnen Gehirnregionen
ermittelt, und Uber geeichte Standardraster konnten die entsprechenden
Aktivitaten  zugeordnet werden. Zuvor wurden die gemessenen
Intensitatswerte Uber ein sog. “Clearfield” korrigiert, indem stérende
Lichteinflisse bzw. die dadurch entstandenen Intensitaten vom Originalbild
entfernt wurden. Solche stérenden Lichteinflisse treten beim Einlesen der
Rontgenaufnahmen Uber die Kamera auf. Die daraus resultierenden
Ergebnisse wurden ins Verhaltnis gesetzt zu einer sog. Referenzstruktur, der
“‘white matter (siehe Glagow 1999), welche sich unbeeinflusst zeigt bei
visueller Stimulation. Die in diesem anatomisch definierten Bereich
ermittelten Grauwerte spiegeln keine neuronale Aktivitat wieder und mussen
in der Auswertung Berucksichtigung finden. In einem weiteren Arbeitsschritt
wurden die Rodntgenimages entsprechend ihres Aktivitdtsmusters in
Falschfarben codiert. Die Radioaktivitat, Maflistab flr zerebrale Aktivitaten,
wurde in einem Farbspektrum codiert, das von Dunkelblau aufsteigend zu
warmen Farben bis Dunkelrot reichte, wobei Dunkelblau keine Aktivitat und

Dunkelrot eine erhdhte zerebrale Aktivitat signalisierte.
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3.4 Neuropeptid Y

3.4.1 Primarstruktur und Gewebeverteilung

Neuropeptid Y (NPY), erstmals 1982 von Tatemoto aus Schweinehirn isoliert
(Tatemoto 1982), ist einer der haufigsten peptidergen Neurotransmitter im
zentralen und peripheren Nervensystem. NPY greift in zahlreiche
physiologische Ablaufe ein. Zusammen mit dem pankreatischen Polypeptid
(PP) und dem Peptid YY (PYY), welche eher Hormoncharakter haben, aber
eine enge strukturelle Homologie zu NPY aufweisen (Tatemoto et al. 1982),
gehort auch NPY zur sogenannten Familie der pankreatischen Polypeptide.
Menschliches NPY zeigt eine strukturelle Homologie zu PYY (67%) und PP
(50%; Hoyle 1999). Allen gemeinsam ist die Sequenz von 36 Aminosauren
mit einem C-terminalen Tyrosinamidrest (Conlon et al. 1991, Larhammar
1996). Das "Y" steht fur die Aminosaure Tyrosin, woraus sich die Namen der

Peptide ableiten lassen.

Entwicklungsgeschichtlich betrachtet zeigt NPY wenig Varianz, so
unterscheiden sich NPY von Mensch und Schwein lediglich in einer
Aminosaure (hNPY: Met17, pNPY: Leu17). Selbst bei entwicklungsge-
schichtlich weit entfernten Spezies wie dem Rochen (Torpedo marmorata)
sind 33 von 36 Aminosauren mit denen des humanen Peptids identisch
(Buschauer et al. 2000). Wie aus einer Untersuchung von McKay et al. (1992)
an Rana temporaria hervorgeht, zeigt die NPY-Primarstruktur von Amphibien
entwicklungsgeschichtlich auch nur wenig Varianz gegenuber der
Primarstruktur beim Menschen. Die Abweichung beruht lediglich in einer
Aminosaure an Position 19 (hNPY: Arg19, aNPY: Lys19). Die strukturelle
Ahnlichkeit von humanem NPY zum NPY der Amphibien lasst vermuten,
dass auch die Interaktionen des Peptids mit den diversen Rezeptoren ahnlich
verlaufen. Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz konnten McKay und
Mitarbeiter (1992) die Gewebeverteilung von NPY bei Amphibien nachweisen.

NPY Immunreaktivitat zeigte sich im Gehirn, im Pankreas und im
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Gastrointestinaltrakt. Im Gehirngewebe fanden sich hohere NPY-
Konzentrationen als in den anderen untersuchten Gewebeproben. Uber
Gelchromatographie, Reverse-phase HPLC und Massenspektroskopie
konnte bestatigt werden, dass es sich strukturell in allen Geweben um
dasselbe Peptid handelt. Gewebeproben aus dem Gastrointestinaltrakt
lieferten kein analoges Peptid zu dem Sauger-PYY; demnach ist die
Entwicklung des PYY phylogenetisch héher anzusiedeln. Die Rolle von NPY
bei Nicht-Saugetieren ist noch nicht soweit abgeklart. Eine sicher bestatigte
physiologische Funktion von NPY bei Amphibien ist eine Hemmung der
hypophysaren Melanotropin-Freisetzung (MSH = melanocyte-stimulating
hormone) (Chartrel et al. 1982, Danger et al. 1986, 1987, 1989, Tuinhof et al.
1993).

3.4.2 Wirkung von NPY

Synthetisiert wird NPY in sympathischen Neuronen; es wird gemeinsam mit
Noradrenalin gespeichert und auch als Cotransmitter freigesetzt. Eine
Vielzahl biologischer Funktionen kdnnen NPY zugeschrieben werden.
Innerhalb des Zentralnervensystems wirkt NPY modulierend auf hormonelle
Regelkreise (Kalra et al. 1992), es verstarkt Gedachtnisleistungen (Flood et
al. 1989), agiert im zirkadianen Rhythmus von Saugern (Hall et al. 1999) und
moduliert Ablaufe visueller Prozesse (Gamlin et al 1996, Schwippert & Ewert
1995). Desweiteren fordert NPY im peripheren Nervensystem die
Vasokonstriktion, indem es Noradrenalin und Angiotensin Il in ihrer Funktion
verstarkt (Wahlstedt & Hakanson 1986, Lundberg et al. 1987, Maturi et al.
1989).

NPY gilt zudem als starkster bekannter Stimulator der Nahrungsaufnahme
(Inui 1999, Lofthus et al. 2000). Es wird gehemmt durch Leptin, hemmt selbst
die Lipolyse und wirkt fordernd auf die Fettspeicherung (Ingenhoven & Beck-
Sickinger 1999). Ferner scheint NPY eine entscheidende modulierende Rolle

zu ubernehmen beim Auftreten pathologischer Hyperaktivitaten im Gehirn,
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wie sie bei epileptiformen Anfallen auftreten (Furtinger et al. 2001, Silva et al.
2005, Vezzani et al. 1999). Diese zahlreichen Funktionen werden durch

verschiedene Rezeptorsubtypen vermittelt.

3.4.3 NPY Rezeptoren

Derzeit bekannt sind sechs NPY-Rezeptorsubtypen, funf davon sind bereits
kloniert (Y1 - Y6). Sie gehoren alle zur Familie der G-Protein-gekoppelten
heptahelikalen Membranrezeptoren. Die Existenz von Y3 wird vermutet.
Dieser Rezeptor konnte bislang aber noch nicht vollstandig pharmakologisch
identifiziert werden. Mittels dieser sechs Rezeptorsubtypen lassen sich die
unterschiedlichen, teilweise gegensatzlichen biologischen Effekte von NPY

erklaren.

Der Y1-Rezeptor

Eine Exprimierung der Y1-mRNA findet sich im Gehirn von Saugern
vorwiegend in Hippocampus, Thalamus, Nucleus amygdalae und Cortex,
peripher in Herz, Niere, Milz und Lunge sowie in der Skelettmuskulatur. In
der Peripherie sind die Rezeptoren postsynaptisch an den Blutgefalen
lokalisiert, ihre Aktivierung bedeutet langanhaltende Vasokonstriktion bzw.
Verstarkung anderer konstriktorischer Stimuli (Buschauer 2000). Zentral-
nervos ist NPY Uber Y1-Rezeptoren anxiolytisch und sedativ wirksam (Heilig
et al. 1993). Zusammen mit weiteren Rezeptorsubtypen scheint der Y1-

Rezeptor die Nahrungsaufnahme zu regulieren (Inui 1999).

Der Y2-Rezeptor

Eine hohe Y2-Rezeptordichte ist im zentralen Nervensystem nachweisbar,
besonders zahlreich sind die Rezeptorsubtypen im Hippocampus vertreten
(Dumont et al. 1992). Durch Binden von NPY am Y2-Rezeptorsubtyp kommt
es in der Regel zu einer Inhibition der Neurotransmitterfreisetzung von
Glutamat im ZNS, was ausschlaggebend sein konnte fur die antikonvulsive

Wirkung von NPY und die modulatorische Rolle bei der visuellen
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Informationsverarbeitung. In der Peripherie kommt es zu einer Hemmung der
Acetylcholin- und Noradrenalinfreisetzung, was regional eine Minder-

durchblutung bewirkt.

Der Y3-Rezeptor

Die Existenz dieses Rezeptorsubtyps ist noch nicht bewiesen,
pharmakologische Studien lassen seine Existenz aber vermuten (Cabrele &
Beck-Sickinger 2000). Postuliert wird eine Modulation der Glutamateffekte
und Beeinflussung der Herzkreislaufregulation in Richtung Hypotonie und

Bradykardie.

Der Y4-Rezeptor

Die mRNA des humanen Y4-Rezeptors konnte vorwiegend im
Verdauungstrakt nachgewiesen werden. Eine Beeinflussung gastro-
intestinaler Funktionen ist anzunehmen. Neuere Untersuchungen beweisen
die Existenz von Y4-Rezeptorsubtypen auch im ZNS und belegen, dass NPY
uber diese Rezeptoren eine Stimulation der Gonadotropinfreisetzung

induzieren kann (Buschauer 2000).

Der Y5-Rezeptor

NPY entfaltet seine Wirkung auf die Appetitregulation primar Uber den Y5-
Rezeptor, mutmalilich aber auch Uber den Y1-Rezeptor (Gerald et al. 1996).
Die Rezeptorgene beider Rezeptorsubtypen werden primar in
Gehirnregionen exprimiert, die nachweislich an der Regulation der Nahrungs-
aufnahme Dbeteiligt sind. Dementsprechend hoch ist auch die NPY-
Konzentration in diesen Arealen, besonders im Hypothalamus, einem
wichtigen Zentrum fur die Nahrungsaufnahme. Versuche an Mausen
bewiesen, dass durch Injektion von NPY in den Hypothalamus eine enorme

Steigerung des Appetits herbeigefuhrt werden konnte.

Der Y6-Rezeptor
Lediglich bei Maus und Kaninchen konnte bisher ein funktionsfahiges

Rezeptorprotein nachgewiesen werden, mit zentraler Wirksamkeit.
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3.5 Dopaminagonist Apomorphin (APO)

Apomorphin (APO) entsteht durch Einwirken anorganischer Sauren auf das
Morphinmolekiil. Es weist eine eindeutige konstitutionschemische Ahnlichkeit
mit dem Dopaminmolekul auf und besitzt daher eine direkte stimulierende

Wirkung auf dopaminerge Rezeptoren (Dopamin-Agonist).

N —CH,

HO

* HCI
Apomorphin

HO

Abbildung 9: Strukturformel Apomorphin

3.5.1 Wirkung von APO

Neben seiner stark emetischen Wirkung beim Menschen bewirkt Apomorphin
bei verschiedenen Wirbeltiergruppen gewisse Formen stereotypen
Verhaltens (Andersen et al. 1975, Wynne & Delius 1995, 1996) und
beeinflusst zudem die Informationsverarbeitung im visuellen System (Glagow
& Ewert 1994, 1996, 1997). Das Wirkprinzip von Apomorphin beruht auf
einer Bindung an dopaminergen D2/D1-Rezeptoren, sowohl prae- als auch
postsynaptisch, wodurch es bei einigen Spezies zu einer motorischen
Stimulation kommt. Unterschiedliche Reaktionen sind aber moéglich, da die
dopaminergen Rezeptoren keine homogene Gruppe darstellen, sondern
mehrere Subtypen aufweisen (Mc Culloch 1982, Joyce et al. 1991). In der

Medizin wird Apomorphin auch als Antiparkinson-Medikament eingesetzt.
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3.5.2 Dopamin (DA)

Dopamin, kurz DA, ist ein zur Gruppe der Katecholamine gehdriger

Neurotransmitter mit folgender Strukturformel:

NH,

HO

¢+ HCI
HO

Dopamin

Abbildung 10: Strukturformel Dopamin

DA wird aus den Aminosauren Phenylalanin bzw. Tyrosin synthetisiert.
Tyrosin wird durch die Tyrosinhydroxylase mit einer zweiten Hydroxylgruppe
ausgestattet und dann durch die DOPA-Decarboxylase zum biogenen Amin
Dopamin decarboxyliert. Diese Syntheseschritte laufen in den chromaffinen
Zellen von Nebennierenmark, Hypothalamus, Substantia nigra und weiteren
Teilen des Nervensystems ab. Dopamin entwickelt in Vertebraten einerseits
seine Wirkung Uber Adrenorezeptoren als Sympathomimetikum und steigert
die Perfusion abdominaler und renaler Blutgefalle, andererseits wirkt es
uber spezifische Dopaminrezeptoren D1 bis Dx (genaue Anzahl nicht
bekannt) im Hypothalamus hemmend auf die Prolaktinfreisetzung und
disinhibierend im Bereich der Basalganglien und dem Striatum. Hdchste
Konzentrationen an DA sind in den die extrapyramidale Motorik steuernden
Basalganglien sowie im mesolimbischen Belohnungssystem (Nucleus
accumbens) nachzuweisen. Pharmakologisch findet Dopamin Einsatz in der
Notfallmedizin zur akuten Schocktherapie zur Anregung von Herz- und
Nierenfunktion. Pathophysiologisch bewirkt ein Dopaminiberschuss peripher
eine ausgepragte Tachykardie und Hypertonie (Phaochromozytom),
Dopaminmangel aufgrund degenerierender dopaminerger Neuronen in der

Substantia nigra ist Ursache fur das Krankheitsbild des Morbus Parkinson.
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3.6 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem U-Test nach
Wilcoxon, Mann und Whitney (Sachs 1992), ein Vergleich unabhangiger
Stichproben gemessener Werte. Desweiteren wurden Mittelwerte, Standard-

abweichungen und Standardfehler berechnet.

3.6.1 Mittelwert, Standardabweichung und Standardfehler

Der Mittelwert x berechnet sich aus dem Gesamtstichprobenumfang N

(ermittelt in k Messungen an n Unken bzw. Kroten).

n

Xi
i=1

n

Formel 1:  X==(X +X, +...+X )=

S

Ein Mald daflr, wie stark die Beobachtungen durchschnittlich von ihrem
Mittelwert abweichen, ist die Varianz. Die positive Wurzel aus der Varianz

wird als Standardabweichung s bezeichnet.

Formel 2: S =

Der Standardfehler s- ist die Standardabweichung des Mittelwertes und wird

folgendermalden berechnet:

Formel 3: S- =

S
Jn
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3.6.2 U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whitney

Der U-Test ist ein Rangsummentest flir den Vergleich zweier unabhangiger
Stichproben (n; m) aus Grundgesamtheiten mit ahnlicher bis gleicher
Verteilungsform. Da die ermittelten Daten keine ausreil3erfreien Messwerte
liefern, aufgrund individueller und umweltbedingter Schwankungen wie
Stoffwechsellage, jahreszeitliche Abhangigkeiten, Tagesrhythmus und
Temperatur, erwies sich der U-Test als geeignet. Andererseits ist eine
Prufung auf Normalverteilung bei einem kleinen Stichprobenumfang kaum
durchfuhrbar.

Zur Berechnung der PriufgroRe U erstelt man aus den (n+m)
Stichprobenwerten eine gemeinsame aufsteigende Rangfolge, wobei zu
jeder Rangzahl vermerkt wird, aus welcher der beiden Stichproben der
zugehorige Wert stammt. R1 bzw. R2 definieren die Summe der auf

Stichprobe 1 oder 2 entfallenden Werte.

Formel4: U, =mn+ m(n;+1) -R,
Formel4: U, =mn+ n(n2+ ) -R,

Die PriufgroRe wird dabei fur den kleineren Wert fur U4, festgelegt. Die
Nullhypothese wird fur U-Werte, die kleiner sind als die tabellierten kritischen
Werte, verworfen. Es gilt dann die Alternativhypothese. Die Nullhypothese
wird beibehalten, wenn die U-Werte groRRer sind als die tabellierten kritischen
Werte.
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4 Ergebnisse

4.1 Verhaltensbeobachtungen

4.1.1 Verhalten unter APO

Bisherige Ergebnisse zeigen, dass eine systemische (intralymphatische)
APO-Applikation bei Kroten in einer Dosis von 40 mg/kg Korpergewicht zu
unterschiedlichen Reaktionen fuhrte. Erdkroten (Bufo bufo spinosus) zeigten
deutlich erhdhte Schnappreaktionen auf bewegte Beute-Attrappen bei
gleichzeitiger Einschrankung von Kopf- und Korperbewegungen. Der
entsprechende Versuch fuhrte bei Agakroten (Bufo marinus) nicht zu
gesteigerten Schnappreaktionen (Glagow & Ewert 1992, 1993, 1994). Die in
der vorliegenden Arbeit eingesetzten Versuchstiere (Bombina orientalis)
zeigten ebenfalls keine verstarkten Schnappreaktionen unter dem Einfluss
von APO. Nach systemischer Applikation von APO in einer Dosierung von
50mg/kg KG reagierten die Unken ahnlich wie Erd- und Agakréten mit einer
Hypokinese bzw. Akinese, sowie einem Ausfall gerichteter Orientierungs-
bewegungen. Lediglich vereinzelt konnte bei einigen Tieren ein vermehrtes

Wischen am Kopf beobachtet werden.

4.1.2 Verhalten unter NPY

Eine Stunde vor Versuchsbeginn wurden alle Versuchstiere auf ihre positive
Antwortbereitschaft auf Beute-Attrappen getestet. Die Rotbauchunken
zeigten sich bei diesen Vortests sehr aktiv, da ihnen zuvor fur eine Woche
das Futter entzogen wurde. Bei der Durchfiihrung der [**C]-Versuche ohne
weitere pharmakologische Beeinflussung konnten haufige Zuwende-,
Verfolgungs- und Schnappreaktionen beobachtet werden. Einer Habituation
konnte weitestgehend entgegengewirkt werden durch regelmaliges
Wechseln der Bewegungsrichtung. Nach Ablauf von in der Regel 20-25 min
der Versuchsperiode zeigte sich eine Aktivitatsabnahme durch weniger

Schnappreaktionen, wohingegen orientiertes Zuwenden und Verfolgen der
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Beute-Attrappen weiterhin gezeigt wurde. Tiere, denen NPY auf die tectale
Oberflache appliziert wurde, zeigten sich wie die unbehandelten Tiere zu
Versuchsbeginn sehr beuteaktiv, nach durchschnittlich 10 Minuten konnte
dann eine deutliche Abnahme in der Beutefangaktivitat verzeichnet werden,

die sich gegen Ende der Versuchsdauer noch weiter verminderte.

4.2 Qualitative *C-2DG Befunde

Zur qualitativen Auswertung der '*C-2DG-Autoradiographien wurden
histologische Schnitte (KlGver-Barrera-Farbung) vom medialen
Mesencephalon angefertigt. Mit Hilfe der histologischen Schnitte konnten die
Aktivitatsmuster der Rontgenimages den entsprechenden neuro-
anatomischen Strukturen zugeordnet werden. Abbildung 11 zeigt einen
histologischen Schnitt des medialen Mesencephalon (A) im Vergleich zu
einem autoradiographisch bearbeiteten Schnitt (B) der entsprechenden
Hirnregion. Von besonderem Interesse waren bei dieser Arbeit die
Veranderungen im ™C-2DG-Gebrauch im Tectum opticum infolge lokaler
pharmakologischer Beeinflussung. Aus diesem Grund sind unter (a) und (b)
Ausschnittsvergofierungen vom Tectum opticum der Schnitte (A) und (B)
dargestellt. Die Autoradiographie zeigt den Querschnitt einer unbehandelten,
visuell stimulierten chinesischen Rotbauchunke. Direkt unter Abbildung (A)
verdeutlicht eine Schemazeichnung vom Gehirn der Unke Bombina

orientalis die Schnittebene (siehe Pfeil) durch das mediale Mesencephalon.
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1Schnittebene
A
Tectum
opticum
Telencephalon
Medulla
Cerebellum
d

Abbildung 11: Querschnitte durch das mediale Mesencephalon von Bombina
orientalis; (A) zeigt einen histologischen Schnitt (Kliver-Barrera-Farbung) mit
schematischer Kennzeichnung der anatomischen Strukturen. (B) zeigt eine
neuroanatomisch entsprechende '*C-2DG-Autoradiographie. (a) und (b) stellen
AusschnittsvergroRerungen vom Tectum opticum aus (A) und (B) dar.(TS, Torus
semicircularis; dTeg, dorsales Tegmentum; vTeg, ventrales Tegmentum, To,
Tectum opticum; sTO, Schnappzone ventrolaterales Tectum opticum; dTO, dorsales
Tectum opticum; mTO, mediales Tectum opticum; vTO, ventrales Tectum opticum)
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4.2.1 Autoradiographie Bombina orientalis

Zur Beurteilung pharmakologischer Effekte durch Neuropeptid Y bzw.
Apomorphin auf den Hirnmetabolismus von Bombina orientalis war es
zunachst erforderlich, die Gehirnaktivitaten pharmakologisch unbeeinflusster
Tiere (Gruppe 1) nach visueller Reizgabe zu untersuchen. Auf der Basis der
ermittelten Daten aus Gruppe 1 konnten dann die Versuche unter dem
Einfluss von NPY bzw. Apomorphin durchgefuhrt werden. Die
Versuchsbedingungen gestalteten sich fur alle Tiere gleich. Aus Gruppe 1
wurden insgesamt zwolf Rotbauchunken zur Bestimmung der regionalen
zerebralen Aktivitaten nach visueller Stimulation mittels Beute-Attrappen
herangezogen. Die Gruppen 2, 3 und 4 bestanden aus jeweils flnf
Versuchstieren. Diese Tiere erhielten teilweise eine operative (Gruppen 2 u.
4) und eine pharmakologische Vorbehandlung (Gruppen 2, 3 u. 4), der

nachfolgende Versuch gestaltete sich wie bei Gruppe 1.

Im Folgenden werden zunachst zwecks lllustration die zerebralen Aktivitaten
einzelner Rotbauchunken der vier verschiedenen Versuchstiergruppen an
jeweils einem Falschfarben-codierten Rontgenbild dargestellt. Die
Abbildungen 12, 14, 16 und 18 zeigen Querschnitte aus dem Bereich des
Mesencephalon von Bombina orientalis. Die zu jedem Schnitt erstellten
Histogramme (Abbildung 13, 15, 17, 19) demonstrieren die lokalen
Anderungen der Radioaktivitat [uCi] ermittelt an sechs, im gleichen Abstand
(15um) durch beide tectalen Halften geflhrten Messlinien (SEC_1-6).
Abbildung 12 zeigt einen Querschnitt vom Mesencephalon einer
unbehandelten Rotbauchunke. Das Tier erhielt nach vorangegangener
Uberpriifung seiner Beutefangmotivation eine subcutane 'C-2DG-Injektion
in einer Dosierung von 0,23 uCi/kg Korpergewicht. Es folgte die visuelle
Stimulation in der Versuchsarena fur 45 min mit den beschriebenen Beute-
Attrappen, die horizontal ausgerichtet am Podestrand um das freibewegliche
Versuchstier mit konstanter Winkelgeschwindigkeit (8°/s) und wechselnder
Bewegungsrichtung herumgefuhrt wurden. In den retino-tectalen Schichten
beider tectalen Halften finden sich ahnlich verteilte *C-2DG Aufnahmen und

demnach gleichmalige Aktivierungen der retino-tectalen Schichten.
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Abbildung 12: Gruppe 1 (Bombina orientalis): Querschnitt durch das mediale
Mesencephalon. Zerebrale Aktivitaten einer mit Beute-Attrappen visuell stimulierten
pharmakologisch unbehandelten Rotbauchunke.
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Abbildung 13: Histogramm des unter Abbildung 12 dargestellten Querschnittes des
Mesencephalon. Demonstriert wird die lokale *C-2DG Aufnahme [uCi] gemessen
an 6 horizontal, im Abstand von jeweils 15um, geflhrten virtuellen Linien (SEC_ 1-6)
durch beide tectalen Halften.
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Abbildung 14: Querschnitt durch das mediale Mesencephalon von Bombina
orientalis. Zerebrale Aktivitaten einer mit Beute-Attrappen visuell stimulierten
chinesischen Rotbauchunke unter dem Einfluss von unilateral appliziertem NPY in
einer Konzentration von 10™mol/l.
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Abbildung 15: Histogramm des unter Abbildung 14 dargestellten Querschnittes
durch das Mesencephalon von Bombina orientalis, nach unilateraler NPY-
Applikation auf die tectale Oberfliche. Demonstriert wird die lokale C-2DG
Aufnahme [uCi] gemessen an 6 horizontal, im Abstand von jeweils 15um, gefiihrten
virtuellen Linien (SEC_ 1-6) durch beide tectalen Halften.
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Abbildung 14 beschreibt die Aktivitatsanderungen im Tectum opticum einer
Rotbauchunke der Gruppe 2, bei welcher, fiinf Minuten vor systemischer '*C-
2DG-Injektion und anschlieBender visueller Stimulation, unilateral auf die
tectale Oberflaiche NPY in Form eines 0,5 x 0,5mm? grolRen Gelkissens in
einer Konzentration von 10 ** mol/l aufgetragen wurde. Beim Vergleich beider
Hirnhalften zeigt die unter dem Einfluss von NPY stehende Halfte eine
deutlich schwachere Aktivierung der oberen tectalen Schichten. NPY bewirkt
demnach einen verminderten Glukosegebrauch in den retino-tectalen

Schichten des Tectum opticum.

Abbildung 16 =zeigt den Einfluss von Apomorphin auf den lokalen
Hirnmetabolismus von Bombina orientalis. Systemisch verabreichtes
Apomorphin, kurz nach der subcutanen 14C-2DG—Injektion bewirkte bei den
Tieren der Gruppe 3 eine stark erhdhte '*C-2-DG-Aufnahme in den retino-
tectalen Schichten des Tectum opticum. Derartige Aktivitatserhdhungen
konnten bereits in Versuchen an Bufo bufo (Erdkréte) und Bufo marinus
(Agakrote) nachgewiesen werden (Glagow & Ewert 1996, 1997a/b, 1999).
Eindeutig erhoht unter der Apomorphinwirkung zeigte sich bei der Erd- und
Agakrote der Glukosemetabolismus in den primaren praetectalen und
tectalen Projektionsfeldern retinaler Ganglienzellen, was auf eine
dopaminerge Erhohung der visuellen Aktivitat der retinalen Ganglienzellen
hindeutet (Glagow & Ewert 1996, 1997a/b, 1999).

44
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Abbildung 16: Querschnitt durch das mediale Mesencephalon von Bombina
orientalis. Zerebrale Aktivititen einer mit Beute-Attrappen visuell stimulierten
chinesischen Rotbauchunke unter dem Einfluss von Apomorphin in einer Dosierung
von 50 mg/kg KG.
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Abbildung 17: Histogramm des unter Abbildung 16 dargestellten Querschnittes
durch das Mesencephalon von Bombina orientalis, nach systemischer Apomorphin-
Gabe. Demonstriert wird die lokale 'C-2DG Aufnahme [uCi] gemessen an 6
horizontal, im Abstand von jeweils 15um, gefihrten virtuellen Linien (SEC_ 1-6)
durch beide tectalen Halften.
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Abbildung 18: Querschnitt durch das mediale Mesencephalon von Bombina
orientalis. Zerebrale Aktivitaten einer mit Beute-Attrappen visuell stimulierten
chinesischen Rotbauchunke unter dem Einfluss von Apomorphin in einer Dosierung
von 50 mg/kg KG und unilateral appliziertem NPY in einer Dosierung von 10™* mol/l.
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Abbildung 19: Histogramm des unter Abbildung 18 dargestellten Querschnittes
durch das Mesencephalon von Bombina orientalis, nach systemischer Apomorphin
Applikation und unilateraler NPY Applikation. Demonstriert wird die lokale "C-2DG
Aufnahme [uCi] gemessen an 6 horizontal, im Abstand von jeweils 15um, gefiihrten
virtuellen Linien (SEC_ 1-6) durch beide tectalen Halften.
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In der 4. Versuchstiergruppe wurden die Tiere nach der operativen
Vorbereitung zunachst behandelt wie die Tiere der Gruppe 3. Zusatzlich
wurde |hnen NPY unilateral auf die tectale Oberflache appliziert, danach
folgte die visuelle Reizgabe wie in der beschriebenen Versuchsdurchflihrung.
In Abbildung 18 ist an der von NPY unbeeinflussten tectalen Seite der
gesteigerte Glukosemetabolismus durch Apomorphin deutlich zu erkennen.
Die linke Seite, auf die NPY oberflachlich aufgetragen wurde, zeigt im
Vergleich zur rechten NPY-unbehandelten tectalen Halfte eine deutlich

sichtbar verminderte Aufnahme an '*C-2-DG.

4.2.2 Vergleichsstudie fur die ermittelten Befunde an Bombina

orientalis

Zum besseren Vergleich der Versuchsgruppen untereinander werden
nachfolgend die unterschiedlichen *C-2DG-Aufnahmen einander gegeniiber
gestellt (vgl. Abbildung 20). Es zeigen sich deutliche Aktivitdtsunterschiede in
den retino-tectalen Projektionsfeldern, sowohl bei den Abbildungen 20a und
20b, als auch bei 20c und 20d. Unter dem Einfluss von Apomorphin
stehende Versuchstiere zeigen generell hohere neuronale Aktivitaten, selbst

unter dem Einfluss von NPY.
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Abbildung 20: Gegenuberstellung jeweils einer tectalen Halfte verschiedener
Versuchstiere: a = unbehandelte Rotbauchunke, b = Rotbauchunke nach
systemischer APO-Applikation, ¢ = Rotbauchunke nach unilateraler NPY-
Applikation, d = Rotbauchunke nach Gabe von APO und NPY

4.2.3 Prifung einer Wirkung durch das Agarosegel

In allen unilateralen NPY-Versuchen wurde ein Gelkissen mit NPY auf die
eine Tectumhalfte und ein Gelkissen ohne NPY auf die gegenuberliegende
Halfte appliziert. Folglich war die “Wirkung des Gels® auf beiden
Tectumhalften gleich. Um dartber hinaus zweifelsfrei beurteilen zu kénnen,
ob allein durch die Applikation des Gelkissens auf die Tectum-Oberflache ein
reduzierter Glukosegebrauch in den oberen tectalen Schichten herbeigefuhrt
werden kann, wurde ein Kontrollversuch bei Bombina orientalis durchgeflhrt.
In diesem Versuch wurde ein Gelkissen der GréRe 0,5 x 0,5 mm? (ohne NPY)
unilateral auf die tectale Oberflache aufgetragen, fiinf Minuten bevor die "*C-
2DG-Injektion erfolgte. Abbildung 21 zeigt einen Querschnitt des
Mesencephalon einer Rotbauchunke, die auf den Effekt des Agarose-
Gelkissens uberpruft wurde. Nach Auswertung der Rontgenbilder konnte
demnach keine Intensitatsabnahme in der tectalen Halfte infolge Einwirkung

des Gelkissens gemessen werden.
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Abbildung 21: Querschnitt durch das mediale Mesencephalon von Bombina
orientalis. Zerebrale Aktivititen einer mit Beute-Attrappen visuell stimulierten
pharmakologisch unbehandelten Rotbauchunke unter dem Einfluss eines unilateral
aufgetragenen Agarose-Gelkissens (Gel-Pad).

4.2.4 Versuche unter Succinylcholin

Fir eine sichere Plazierung des NPY-Gelkissens auf der tectalen Oberflache
von Bombina orientalis wurde zunachst eine Demobilisierung der
Rotbauchunken in Erwagung gezogen. Zur Demobilisierung geeignet erwies
sich eine subkutane Injektion Suxamethoniumchlorid (2%-iges Succinyl-
Asta®) in einer Dosierung von 60 mg/kg Korpergewicht. Nach ca. 10-20 min
post injectionem trat eine Lahmung der quergestreiften Muskulatur ein, die
bis zu einer Stunde anhielt und somit in der Regel Versuchsvorbereitung und
Versuchsdurchfihrung Uberdauerte. Eine gezielte Applikation des NPY-
Gelkissens war mittels Mikromanipulator zwar garantiert, aber Bewegungen
der Unken wahrend des Versuches waren unterbunden aufgrund der langen
Wirkdauer. Dies konnte fur die Standardisierung der visuellen Reizgebung
prinzipiell von Vorteil sein. Unter dem Einsatz von Succinylcholin konnten
jedoch unter visueller Stimulation keine auswertbaren Rontgenbilder

entwickelt werden, da in allen Hirnregionen nur geringe Mengen an "“C-2DG

49



4 Ergebnisse

aufgenommen wurden. Vermutlich verlangsamt sich unter dem Einfluss von
Succinylcholin die Stoffwechselrate, somit auch die Glukosemetabolisierung
im Gehirn. Eventuell zurickzufihren ist dies auf die Ausbildung einer
Hypotonie in Verbindung mit verzdégertem Blutfluss und kardialen
Arrhythmien wie sie beim Sauger haufiger beobachtet werden (Loscher
1997).

Abbildung 22 zeigt zur lllustration einen histologischen Schnitt durch das
mediale Mesencephalon einer Succinylcholin-behandelten visuell stimulierten
Rotbauchunke. Vergleichende neurophysiologische Untersuchungen an
Bombina orientalis zeigten auf visuelle Reizgebung unter Succinylcholin
ebenfalls nur sehr schwache Antworten von retinalen Afferenzen (Ewert &
Schwippert 2005, pers. Mitt.). Aufgrund des allgemein reduzierten
Hirnmetabolismus wurde daher auf den Einsatz von Succinylcholin oder

eines anderen Muskelrelaxans bei der Reizgebung verzichtet.

Abbildung 22: C-2DG-Aufnahme einer visuell stimulierten Unke unter dem Einfluss
des Muskelrelaxans Succinyl-Asta® (2%ig) in einer Dosierung von 60 mg/kg KG.
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4.2.5 Vergleichsversuche mit Bufo marinus

An Agakroten sollte Uberpruft werden, inwiefern sich die gefundenen
Ergebnisse auf eine andere Spezies Uubertragen lassen. Bei den
Experimenten mit Agakréten wurde auf die 1. und 3. Versuchstiergruppe
verzichtet, da bereits '*C-2DG-Studien zu dieser Thematik vorliegen (z.B.
Glagow & Ewert 1999a/b), so dass hier jeweils funf Tiere fur die
Versuchstiergruppen 2 und 4 ausgewahlt wurden. Da es sich bei den
eingesetzten Bufo marinus um altere Tiere handelte, die nur selten auf
visuelle Bewegungsreize (Beuteattrappen) mit Beutefang reagierten, erfolgte
bei diesen Tieren eine zusatzliche visuelle Reizgabe uber einen durch
Zeitschaltelektronik ausgeldosten Beleuchtungswechsel (98 Lux = An; 2 Lux =

Aus). Das Zeitintervall zwischen Ein und Aus betrug 3 s.

Die Kroten der 2. Versuchstiergruppe erhielten nach operativer Vorbereitung
NPY unilateral auf die tectale Oberflache appliziert, in einer Konzentration
von 10 mol/l. Abbildung 23 zeigt den Querschnitt im Bereich des
Mesencephalon einer Agakrote. Auch bei Agakroten erfolgt unter dem
Einfluss von NPY eine verminderte Aufnahme von '*C-2DG in den Schichten
des Tectum opticum. Die unbehandelte rechte tectale Halfte zeigt jedoch im
Gegensatz zu Vergleichsquerschnitten bei Bombina orientalis eine erhdhte
Aufnahme von '“C-2DG in tieferen Tectum-Schichten, was unterschiedliche
retino-tectale Projektionsfelder bzw. eine vermehrte Ansprechbarkeit retinaler
Eingange in tieferen Schichten des Tectum opticum vermuten lasst. Bei der
Bewertung dieser Befunde muss der durch Beleuchtungswechsel erweiterte
Versuchsablauf berucksichtigt werden. Denn auf diffuse On/Off- bzw. Off-
Stimuli des Gesichtsfeldes sprechen nicht die dorsal im Tectum endigenden
retinalen R2- bzw. R1-Neuronen an, sondern die tiefer endigenden R3- und

R4-Neuronen.
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Abbildung 23: Querschnitt durch das Mesencephalon von Bufo marinus. Zerebrale
Aktivitaten einer mit Beute-Attrappen und Beleuchtungswechsel visuell stimulierten

Agakrote unter dem Einfluss von unilateral appliziertem NPY in einer Dosierung von
10™* mol/l.
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Abbildung 24: Histogramm des unter Abbildung 23 dargestellten Querschnittes
durch das Mesencephalon von Bufo marinus, nach unilateraler NPY-Applikation auf
die tectale Oberfliche. Demonstriert wird die lokale “C-2DG Aufnahme [uCi]
gemessen an 6 horizontal, im Abstand von jeweils 15um, gefiihrten virtuellen Linien
(SEC_ 1-6) durch beide tectalen Halften.
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Abbildung 25: Querschnitt durch das Mesencephalon von Bufo marinus. Zerebrale
Aktivitaten einer mit Beute-Attrappen und Beleuchtungswechsel visuell stimulierten
Agakréte unter dem Einfluss von Apomorphin in einer Dosierung von 40 mg/kg KG
und unilateral appliziertem NPY in einer Dosierung von 10 mol/l.
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Abbildung 26: Histogramm des unter Abbildung 18 dargestellten Querschnittes
durch das Mesencephalon von Bufo marinus, nach systemischer Apomorphin
Applikation und unilateraler NPY Applikation. Demonstriert wird die lokale *C-2DG
Aufnahme [uCi] gemessen an 6 horizontal, im Abstand von jeweils 15um, gefiihrten
virtuellen Linien (SEC_ 1-6) durch beide tectalen Halften.
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Den operativ vorbereiteten Kroten der 4. Versuchstiergruppe wurde kurz
nach der "*C-2DG-Injektion zundchst Apomorphin systemisch verabreicht in
einer Dosierung von 40 mg/kg KG und anschlielend wurde NPY, eingebettet
im Gelkissen, in einer Konzentration von 10* mol/l unilateral auf die tectale
Oberflache aufgetragen. Ein Nachweis fur den erhdhten Glukose-
metabolismus in den primaren praetectalen und tectalen Projektionsfeldern
retinaler Ganglienzellen konnte in Versuchen an Bufo bufo und Bufo marinus
bereits erbracht werden (Glagow & Ewert 1996, 1997a/b, 1999). Eine
deutliche Aktivierung der nur unter Apomorhinwirkung stehenden linken
tectalen Halfte ist in Abbildung 25 deutlich zu erkennen. Die rechte von
Apomorphin und NPY beeinflusste tectale Halfte zeigt im Verhaltnis zur

linken Seite eine deutlich verminderte '*C-2DG-Aufnahme.

4.3 Quantitative Auswertungen

Zur quantitativen Auswertung der Glukosemetabolisierung im Tectum
opticum von Bombina orientalis und Bufo marinus diente folgendes
einheitliche Messverfahren: Es wurden bei allen Versuchstiergruppen tectale
rechts-links Vergleiche erstellt. Dazu wurden die entsprechenden
mesencephalen Querschnitte auf den Rontgenfilmen ausgewahlt und die
tectale ["C]-Konzentration (Schwarzung des Réntgenfiimes) wurde Uber
jeweils zehn Messreihen ermittelt. Die Messwertbestimmungen erfolgten vom
dorsalen (Layer 9) zum ventralen Tectum opticum (Layer 1) der jeweiligen
Seite. Die gemessenen Grauwerte wurden alle ins Verhaltnis gesetzt zu acht
Standardstrahlern, woraus sich die Strahlungsintensitaten in den
histologischen Gehirnschnitten ergaben. Der Wertebereich der Standard-
strahler reichte von 0 bis 21060 [uCi], woraus sich nach Zuordnen der
Grauwerte die entsprechende Aktivitatslage und somit der Grad des 'C-
2DG-Gebrauchs in den Hirnregionen erkennen lieRen. In den Grafiken sind
farbig die gemittelten Strahlungsintensitaten der Einzeltiere und schwarz die
sich daraus ergebende durchschnittiche 'C-2DG-Aufnahme aller

Versuchstiere dargestellt.
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4.3.1 Gruppe 1: Bombina orientalis unbehandelt

Es standen 12 Versuchstiere fir die Auswertung der 'C-2DG-
Konzentrationen im Tectum opticum zur Verfigung. Pro Einzeltier wurden
zehn Messreihen ermittelt, sowohl an der rechten als auch an der linken
tectalen Halfte, alle auf HoOhe des ventrolateralen Tectum opticum
(Schnappzone; sTO). Die ermittelte durchschnittliche Dicke des Tectum bei
Bombina orientalis betrug 500um. Ein rechts-links Vergleich wurde
angestrebt um festzustellen, ob unbehandelte Tiere auf beiden tectalen
Halften gleich verteilte Aktivitatsmuster zeigen; denn eine Gleichverteilung
war die Grundvoraussetzung fur den unilateralen Einsatz von NPY auf die
tectale Oberflache. Der Effekt von NPY konnte dann ins Verhaltnis gesetzt
werden zur unbeeinflussten tectalen Halfte. Abbildung 27a zeigt sowohl die
gemittelten Strahlungsintensitaten (**C-2DG-Aufnahme) der Einzeltiere
(Unke 1-12, farbige Kurvenverlaufe) als auch die sich daraus ergebende
durchschnittliche  *C-2DG-Aufnahme aller Versuchstiere (schwarzer
Kurvenverlauf). In Abbildung 27a werden die Messwerte, ermittelt am linken
Tectum opticum, verglichen mit Abbildung 27b, welche die Messwerte des
rechten Tectum opticum grafisch darstellt. Abbildung 27c zeigt die

Messwerte von beiden tectalen Halften in einer Grafik zusammengefasst.
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Abbildung 27a: Gruppe 1 (Bombina orientalis): Einfluss visueller Reizgabe auf den
C-2DG-Metabolismus des linken Tectum opticum. Der durchschnittliche "C-2DG-
Gebrauch der Einzeltiere (n = 12) wird farbig dargestellt. Der sich daraus ergebende
Mittelwert (Mittel Unke1-12) wird durch die schwarze Linie gekennzeichnet. Die
Messwertbestimmungen erfolgten vom dorsalen zum ventralen Tectum opticum.
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Abbildung 27b: Gruppe 1 (Bombina orientalis): Einfluss visueller Reizgabe auf den
“C-2DG-Metabolismus des rechten Tectum opticum (n = 12). Weitere
Erlduterungen siehe Abb. 27a.
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Abbildung 27c: Gruppe 1 (Bombina orientalis): Einfluss visueller Reizgabe auf den
“C-2DG-Metabolismus des linken und rechten Tectum opticum (n = 12). Weitere
Erlduterungen siehe Abb. 27a.

Abbildung 27a und 27b zeigen tendenziell ahnliche gemittelte Kurvenverlaufe,
was auch Bestatigung findet in 27c, so dass man von einer gleichen
Aktivitatslage beider Tectumhalften ausgehen kann. Die Messkurven zeigen
erhohte Strahlungsintensitaten in einem Tectumbereich von ca. 30-90um,
bezogen auf die Gesamtdicke des Tectum opticum von durchschnittlich
500um. Histologisch entspricht dieser Bereich den oberen Schichten von
Layer 9 des Tectum opticum. Bezogen auf die ermittelten Messdaten an 12
unbehandelten Versuchstieren folgen die entsprechenden statistischen

Auswertungen fur Mittelwert, Standardabweichung und Standardfehler.
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Abbildung 28a: Gruppe 1 (Bombina orientalis):

linke Tectum opticum.

Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 12). Quelle der Messdaten ist das

1200
“T° Mittelwert+Stdabw.
M?ttelwer‘t-Stdabw.
1000 :}#%%L mlﬁim?ssfddff
|l| Fn o Mittelwert
|
§ 800 T
:E 600 ] DE‘ ‘ w
T 1 1 el
B 400 T Olgalo ‘ w glof DDDTDHIIJDDDUDDUUDDDDDJ [
E nnnnnﬂn”nul ‘ “H l “HH[ ‘ lnnnnlu
i i i
200 l
0
100 200 300 400 500

Querschnittsldnge [um]

Abbildung 28b: Gruppe 1 (Bombina orientalis):

rechte Tectum opticum.

Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 12). Quelle der Messdaten ist das
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Abbildung 28c: Gruppe 1 (Bombina orientalis): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 12). Quelle der Messdaten sind beide
tectalen Halften.

Zur statistischen Prufung der Ergebnisse diente der U-Test nach Wilcoxon,
Mann und Whitney. Verglichen wurden alle gemittelten Werte linker
Tectumhalften mit den gemittelten Werten rechter Tectumhalften (n = 12) zur
Prifung einer Gleichverteilung. Der daraus berechnete U-Wert lag uber dem
kritischen Tabellenwert und somit wurde die Nullhypothese beibehalten; d.h.

eine Gleichverteilung konnte bestatigt werden.

4.3.2 Gruppe 2: Bombina orientalis - Tectale *C-2DG-Aufnahme unter

dem Einfluss von NPY

Mit dem Nachweis &dhnlich verteilter "*C-2DG-Aufnahmen in beiden tectalen
Halften von Bombina orientalis, war die Grundvoraussetzung dafur
geschaffen, innerhalb eines Versuchstieres den Effekt von NPY nach
unilateraler tectaler Applikation zu beurteilen und dabei gleichzeitig die
andere unbehandelte tectale Halfte im Vergleich prifen zu kénnen. NPY
wurde zur Prifung seiner Wirkung unilateral auf die tectale Oberflache in

einer Konzentration von 10 mol/l aufgetragen, bevor 5 min spéter die "C-
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2DG-Injektion erfolgte, mit der anschliellenden visuellen Stimulation unter
den definierten Versuchsbedingungen. Die grafische Auswertung beider
tectalen Halften ergab deutlich voneinander abweichende Kurvenverlaufe,
nachfolgend in den Abbildungen 29a und 29b dargestellt. Es standen flnf

Versuchstiere zur Erstellung der Messdaten zur Verfugung.

Um den durch NPY hervorgrufenen Effekt schneller erfassen zu kénnen,
zeigt Abbildung 29c die Mittelwert-Kurven aus Abbildung 29a und 29b (hier
farbig dargestellt). In den oberen tectalen Schichten der mit NPY
behandelten linken tectalen Halfte sind besonders in Layer 9 eindeutig
geringere Strahlungsintensitaten zu messen von maximal 600 uCi, wahrend
die unbehandelte tectale Halfte in Layer 9 den maximalen
Strahlungsintensitatswert von 21060 [uCi] erreicht. Bezogen auf die
ermittelten Messdaten an funf Versuchstieren, unilateral mit NPY behandelt,
folgen die entsprechenden statistischen Grafiken fir Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler in Abbildung 30a und 30b.
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Abbildung 29a: Gruppe 2 (Bombina orientalis): Einfluss visueller Reizgabe auf den
“C-2DG-Metabolismus des linken Tectum opticum nach lokaler Applikation von
NPY (10* mol/l) auf die tectale Oberfliche. Der durchschnittliche '*C-2DG-
Gebrauch der Einzeltiere (n = 5) wird farbig dargestellt. Der sich daraus ergebende
Mittelwert (Mittelynke1.s) wird durch die schwarze Linie gekennzeichnet. Die
Messwertbestimmungen erfolgten vom dorsalen zum ventralen Tectum opticum.
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Abbildung 29b: Gruppe 2 (Bombina orientalis): Einfluss visueller Reizgabe auf den
“C-2DG-Metabolismus des rechten Tectum opticum nach lokaler Applikation von
NPY (10 mol/l) auf die linke tectale Oberflache. Weitere Erlauterungen siehe Abb.
29a.
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Abbildung 29c: Vergleich der Mittelwerte (Mittely.e1s) aus Abb. 29a und 29b. Die
durchschnittlichen Strahlungsintensitaten vom linken Tectum opticum nach
Applikation von NPY (blauer Kurvenverlauf) liegen deutlich unter denen des rechten
unbehandelten Tectum opticum (roter Kurvenverlauf).

Der zur Prufung der Ergebnisse herangezogene U-Test ergab beim
statistischen Vergleich der gemittelten Werte n = 5 fur die Prufgrof3e U einen
niedrigeren Wert als der kritische Tabellenwert, die Nullhypothese wird auf
dem 1% Niveau abgelehnt, d.h. die Alternativhypothese wird akzeptiert mit

einer Signifikanz von p < 0,01.
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Abbildung 30a: Gruppe 2 (Bombina orientalis): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach unilateraler Applikation von
NPY auf die linke tectale Oberflache. Quelle der Messdaten ist das linke Tectum
opticum.
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Abbildung 30b: Gruppe 2 (Bombina orientalis): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach unilateraler Applikation von
NPY auf die linke tectale Oberflache. Quelle der Messdaten ist das rechte Tectum
opticum.
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4.3.3 Gruppe 3: Bombina orientalis - Tectale **C-2DG-Aufnahme unter

dem Einfluss von APO

Zur Untersuchung dopaminerger Einflisse auf die retino-tectale Informations-
verarbeitung wurde der Dopamin D2/D1 Rezeptor-Agonist Apomorphin
systemisch verabreicht in einer Dosierung von 50 mg/kg KG. Kurz vor Gabe
der '*C-2DG-Injektion wurde Apomorphin systemisch verabreicht, danach
erfolgte die visuelle Stimulation unter den definierten Versuchsbedingungen.
Ausgewertet wurden die RoOntgenbilder von funf Versuchstieren. Der
dopaminerge Einfluss spiegelt sich in Abbildung 31a, 31b und 31c wieder.
Auffallig sind die erhohten Strahlungsintensitaten, die in allen tectalen
Schichten gemessen werden konnten. Maximalwerte wurden nicht nur im
Bereich von Layer 9 gemessen, sondern auch in Layer 8. Aber auch
mediales und ventrales Tectum opticum zeigen erhdhte Strahlungs-
intensitaten. Die neuronalen Aktivitaten im Tectum opticum haben sich um ca.
40% unter dem Einfluss von Apomorphin verstarkt im Vergleich zu APO-
unbehandelten Tieren. Abbildung 32 verdeutlicht den Effekt von APO im
Vergleich zu unbehandelten Tieren. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte
aus den Abbildungen 27c¢ (Mittelynket-12) und 31c (Mittelynke1-5)-

Bezogen auf die ermittelten Messdaten an funf Versuchstieren, systemisch
mit APO behandelt, folgen die entsprechenden statistischen Grafiken flr
Mittelwert, Standardabweichung und Standardfehler in Abbildung 33a, 33b
und 33c.
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Abbildung 31a: Gruppe 3 (Bombina orientalis): Einfluss visueller Reizgabe auf den
C-2DG-Metabolismus des linken Tectum opticum nach systemischer Applikation
von APO (50 mg/kg KG). Der durchschnittliche '*C-2DG-Gebrauch der Einzeltiere
(n = 5) wird farbig dargestellt. Der sich daraus ergebende Mittelwert (Mittelynke1.-5)
wird durch die schwarze Linie gekennzeichnet. Die Messwertbestimmungen
erfolgten vom dorsalen zum ventralen Tectum opticum.
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Abbildung 31b: Gruppe 3 (Bombina orientalis): Einfluss visueller Reizgabe auf den
“C-2DG-Metabolismus des rechten Tectum opticum nach systemischer Applikation
von APO (50 mg/kg KG). Weitere Erlauterungen siehe Abb. 31a.
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Abbildung 31c: Gruppe 3 (Bombina orientalis): Einfluss visueller Reizgabe auf den
'4C-2DG-Metabolismus des linken und rechtenTectum opticum nach systemischer
Applikation von APO (50 mg/kg KG). Weitere Erlauterungen siehe Abb. 31a.
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Abbildung 32: Gruppe 3 (Bombina orientalis): Mittelwerte beider tectalen Halften
von unbehandelten Bombina orientalis (n = 12; roter Kurvenverlauf) und mit APO

behandelten Bombina orientalis (n = 5; griiner Kurvenverlauf).
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Abbildung 33a: Gruppe 3 (Bombina orientalis):

Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach systemischer Applikation von
APO. Quelle der Messdaten ist das linke Tectum opticum.
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Abbildung 33b: Gruppe 3 (Bombina orientalis):

Darstellung von Mittelwert,

Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach systemischer Applikation von
APO . Quelle der Messdaten ist das rechte Tectum opticum.
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Abbildung 33c: Gruppe 3 (Bombina orientalis): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach systemischer Applikation von
APO. Quelle der Messdaten sind beide tectalen Halften.

Der zur Prufung der Ergebnisse herangezogene U-Test ergab beim
statistischen Vergleich der gemittelten Werte (n = 5) flr die PrufgroRe U
einen groReren Wert als der kritische Tabellenwert und somit wurde die

Nullhypothese beibehalten.

4.3.4 Gruppe 4: Bombina orientalis - Tectale *C-2DG-Aufnahme unter
dem Einfluss von APO und NPY

Zur Klarung der Frage, ob NPY den unter APO stark erhdhten retino-tectalen
Metabolismus beeinflussen kann, wurden funf weitere Versuchstiere
eingesetzt. FUnf Minuten vor systemischer Apomorphingabe und folgender
%C-2DG-Injektion wurde NPY unilateral auf die tectale Oberflache
aufgebracht, und es konnte dann die visuelle Stimulation unter den
gegebenen Versuchsbedingungen folgen. Der Effekt von NPY unter dem
gleichzeitigen Einfluss von APO stellt sich quantitativ in einer Grafik wie folgt

dar:
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Abbildung 34a: Gruppe 4 (Bombina orientalis): Einfluss visueller Reizgabe auf den
“C-2DG-Metabolismus des linken Tectum opticum nach lokaler Applikation von
NPY (10 mol/l) auf die linke tectale Oberfliche und systemischer Gabe von APO
(50 mg/kg KG). Der durchschnittliche "C-2DG-Gebrauch der Einzeltiere (n = 5) wird
farbig dargestellt. Der sich daraus ergebende Mittelwert (Mittel Unke1-5) wird durch
die schwarze Linie gekennzeichnet. Die Messwertbestimmungen erfolgten vom
dorsalen zum ventralen Tectum opticum.
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Abbildung 34b: Gruppe 4 (Bombina orientalis): Einfluss visueller Reizgabe auf den
'“C-2DG-Metabolismus des rechten Tectum opticum nach lokaler Applikation von
NPY (10 mol/l) auf die linke tectale Oberfliche und systemischer Gabe von APO
(50 mg/kg KG). Weitere Erlauterungen siehe Abb. 34a.
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Abbildung 34c: Vergleich der Mittelwerte aus Abb. 34a und 34b, die
durchschnittlichen Strahlungsintensitaten vom linken Tectum opticum nach lokaler
Applikation von NPY und systemischer Gabe von APO (oranger Kurvenverlauf)
liegen deutlich unter denen des rechten nur unter dem Einfluss von APO stehenden
Tectum opticum (griner Kurvenverlauf).

Die durch Apomorphin erhdhten retino-tectalen Aktivitdten konnen unter dem
Einfluss von NPY deutlich abgeschwacht werden, was die starke Wirkung
von NPY quantitativ belegt. Bezogen auf die ermittelten Messdaten (n = 5)
nach unilateraler Applikation von NPY auf die linke tectale Oberflache und
systemischer APO Gabe, folgen die entsprechenden statistischen Grafiken
fur Mittelwert, Standardabweichung und Standardfehler in Abbidung 35a und
35b.
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Abbildung 35a: Gruppe 4 (Bombina orientalis): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach unilateraler Applikation von
NPY auf die linke tectale Oberflache und systemischer APO Gabe. Quelle der
Messdaten ist das linke Tectum opticum.
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Abbildung 35b: Gruppe 4 (Bombina orientalis): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach unilateraler Applikation von
NPY auf die linke tectale Oberflaiche und systemischer APO Gabe. Quelle der
Messdaten ist das rechte Tectum opticum.
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Der zur Prufung der Ergebnisse herangezogene U-Test ergab beim
statistischen Vergleich der gemittelten Werte (n = 5) fur die PrufgroRe U
einen niedrigeren Wert als der kritische Tabellenwert, die Nullhypothese wird
auf dem 1% Niveau abgelehnt, d.h. die Alternativhypothese wird mit einer

Signifikanz von p < 0,01 akzeptiert.

4.4 Autoradiographie Kontrollversuchstiere Bufo marinus

Bei den Kontrollversuchen wurde auf die Versuchsgruppen 1 und 3 zur
Untersuchung unbehandelter und durch Apomorphin beeinflusster Kroten
verzichtet, da bereits '*C-2DG-Studien zu dieser Thematik vorliegen (z.B.
Glagow & Ewert 1999a/b), so dass insgesamt zwei Versuchstiergruppen mit
jeweils funf Tieren ausgewertet wurden. Entsprechend der Einteilung von
Bombina orientalis wurde die Eingruppierung von Bufo marinus in

Versuchstiergruppe 2 und 4 vorgenommen.

4.4.1 Gruppe 2: Bufo marinus- Tectale **C-2DG-Aufnahme unter dem
Einfluss von NPY

An den Versuchstieren der Gruppe 2 sollte der Effekt von NPY nach uni-
lateraler tectaler Applikation beurteilt werden. NPY wurde in einer
Konzentration von 10 mol/l aufgetragen, bevor 5 min spéater die '*C-2DG-
Injektion erfolgte, mit der anschliellenden visuellen Stimulation unter den
beschriebenen Versuchsbedingungen. Zur wirksamen visuellen Stimulation
diente hauptsachlich ein Beleuchtungswechsel. Die quantitative grafische
Auswertung beider tectalen Halften ergab auch bei Bufo marinus erkennbar
voneinander abweichende Kurvenverlaufe, nachfolgend in Abbildung 36a
und 36b dargestellt.
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Abbildung 36a: Gruppe 2 (Bufo marinus): Einfluss visueller Reizgabe auf den '*C-
2DG-Metabolismus des linken Tectum opticum, nach lokaler Applikation von NPY
(10* mol/l) auf die linke tectale Oberflache. Der durchschnittliche '*C-2DG-
Gebrauch der Einzeltiere (n = 5) wird farbig dargestellt. Der sich daraus ergebende
Mittelwert (Mittelqse1s) wird durch die schwarze Linie gekennzeichnet. Die
Messwertbestimmungen erfolgten vom dorsalen zum ventralen Tectum opticum.
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Abbildung 36b: Gruppe 2 (Bufo marinus): Einfluss visueller Reizgabe auf den "C-
2DG-Metabolismus des rechten Tectum opticum, nach lokaler Applikation von NPY
(10 mol/l) auf die linke tectale Oberflache. Weitere Erlduterungen siehe Abb. 36a.
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Beim Betrachten der von NPY unbeeinflussten tectalen Halfte (Abb. 36a) fallt
auf, dass Bufo marinus eine anders verteilte Staffelung der Strahlungs-
intensitaten Uber dem Tectum-Querschnitt aufweist als Bombina orientalis.
Wahrend bei Bombina orientalis das dorsale Tectum opticum mit Layer 9
seine hochsten [14C]—Konzentrationen aufweist, finden sich bei Bufo marinus
ausgepragtere ['*C]-Akkumulationen in den tieferen zentralen tectalen
Schichten im Ubergangsbereich von dorsalem zu medialem Tectum opticum.
In den superfiziellen Schichten des dorsalen Tectum opticum sind nur

geringe "*C-2DG-Aufnahmen messbar.

Bezogen auf die ermittelten Messdaten an finf Versuchstieren, unilateral mit
NPY behandelt (Abb.36b), folgen die entsprechenden statistischen Grafiken
fur Mittelwert, Standardabweichung und Standardfehler in Abbildung 37a und
37b.

Der zur Prufung der Ergebnisse herangezogene U-Test ergab beim
statistischen Vergleich der gemittelten Werte von n = § Versuchstieren fur
die PrufgroRe U einen niedrigeren Wert als der kritische Tabellenwert, die
Nullhypothese wird auf dem 1% Niveau abgelehnt, d.h. die Alternativ-

hypothese wird mit einer Signifikanz von p < 0,01akzeptiert.
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Abbildung 37a: Gruppe 2 (Bufo marinus): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach unilateraler Applikation von
NPY auf die linke tectale Oberflache. Quelle der Messdaten ist das linke Tectum
opticum.
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Abbildung 37b: Gruppe 2 (Bufo marinus): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach unilateraler Applikation von
NPY auf die linke tectale Oberflache. Quelle der Messdaten ist das rechte
unbehandelte Tectum opticum.
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4.4.2 Gruppe 4: Bufo marinus- Tectale **C-2DG-Aufnahme unter dem
Einfluss von APO und NPY

Auch an Bufo marinus (Gruppe 4) sollte gepruft werden, inwiefern NPY eine
unter APO erhOhte zerebrale Aktivitat beeinflussen kann. Funf Minuten vor
systemischer Apomorphingabe und nachfolgender '*C-2DG-Injektion wurde
NPY unilateral auf die tectale Oberflache aufgebracht, und es konnte dann
die visuelle Stimulation unter den gegebenen Versuchsbedingungen folgen.
Der quantitative Effekt von NPY unter dem gleichzeitigen Einfluss von APO

wird grafisch in Abbildung 38a gezeigt.

Bezogen auf die ermittelten Messdaten an funf Versuchstieren, unilateral mit
NPY und systemische mit Apomorphin behandelt, folgen die entsprechenden
statistischen Grafiken fur Mittelwert, Standardabweichung und Standard-
fehler in Abbildung 39a und 39b.

Der zur Prufung der Ergebnisse herangezogene U-Test ergab beim
statistischen Vergleich der gemittelten Werte von n = 5 Versuchstieren fir
die PrufgroRe U einen niedrigeren Wert als der kritische Tabellenwert, die
Nullhypothese wird auf dem 1% Niveau abgelehnt, d.h. die

Alternativhypothese wird akzeptiert mit einer Signifikanz von p < 0,01.
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Abbildung 38a: Gruppe 4 (Bufo marinus): Einfluss visueller Reizgabe auf den '*C-
2DG-Metabolismus des rechten Tectum opticum nach lokaler Applikation von NPY
(10 mol/l) auf die rechte tectale Oberfliche und systemischer Gabe von APO (50
mg/kg KG). Der durchschnittliche '*C-2DG-Gebrauch der Einzeltiere (n = 5) wird
farbig dargestellt. Der sich daraus ergebende Mittelwert (Mittelkste1-5) wird durch die
schwarze Linie gekennzeichnet. Die Messwertbestimmungen erfolgten vom
dorsalen zum ventralen Tectum opticum.
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Abbildung 38b: Gruppe 4 (Bufo marinus): Einfluss visueller Reizgabe auf den '*C-
2DG-Metabolismus des linken Tectum opticum nach lokaler Applikation von NPY
(10 mol/l) auf die rechte tectale Oberfliche und systemischer Gabe von APO (50
mg/kg KG). Weitere Erlauterungen siehe Abb. 38a.
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Abbildung 39a: Gruppe 4 (Bufo marinus): Darstellung von Mittelwert,

Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach systemischer APO-Gabe und
nach unilateraler Applikation von NPY auf die rechte tectale Oberflache. Quelle der
Messdaten ist das rechte Tectum opticum.

1200
e Lanad 006 4A0a00s TT]I
1000 IHI%,{,@@Q? 43000 q“?fﬁﬂl?'f'?nlg‘él”
u] 110
i il
§ 200 ] DTDDDDDT l l ITDD
= [m]
= ]Dl IHH Hn[
a T Mittehvert+Stdabw. o {
2 B0 T]ul Mitte hwert-Stoate. i
@ | Mittehwert+Stdf o
= Du”l Mittehwert-Stdf | 1
S 4m Jl O hdittebwert ‘
& l
200
i
i 100 200 300 400 500
Cluerschnittslange [pm]
Abbildung 39b: Gruppe 4 (Bufo marinus): Darstellung von Mittelwert,

Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach systemischer APO-Gabe und
unilateraler Applikation von NPY auf die rechte tectale Oberflache. Quelle der
Messdaten ist das linke unbehandelte Tectum opticum.
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Abbildung 40: Verglichen werden die Mittelwerte der Versuchsgruppen 2 und 4.
Blau: Gruppe 2 (Bufo marinus) nach unilateraler NPY-Applikation; Rot: Gruppe 2
(Bufo marinus) unbehandelte tectale Halfte; Orange: Gruppe 4 (Bufo marinus) nach
systemischer APO-Gabe und unilateraler NPY-Applikation; Grin: Gruppe 4 (Bufo
marinus) nach systemischer APO-Gabe.
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5 Diskussion

5.1 Vorbemerkungen

Die vielfaltigen Funktionen von NPY beim Sauger lassen auch bei Amphibien
vermuten, dass dieses Neuropeptid eine Vielfalt neuromodulatorischer
Funktionen erflllt. Zahlreiche immuncytochemische Untersuchungen weisen
eine ausgedehnte Verteilung von NPY-Immunreaktivitdt im Gehirn von
Amphibien nach. Kozicz und Lazar (1994) fokussierten ihre Untersuchungen
auf den Ursprung tectaler immunreaktiver NPY-Fasern beim Frosch (Rana
esculenta). Ein dichtes Netzwerk immunreaktiver NPY-Fasern konnte in Layer
9 des Tectum opticum nachgewiesen werden und etwas weniger zahlreich in
den periventricularen Faserschichten des Tectum. In den Bereichen von
Praetectum und Torus semicircularis konnten immunreaktive NPY-Zellen
gefunden werden, wobei die Axone der praetectalen immunreaktiven Zellen
bis zum Aufenrand des Tectum opticum nachverfolgt werden konnten. Die
Anwesenheit von NPY-ir Fasern in den tieferen Schichten des Tectum und die
NPY-ir Zellen im Torus semicircularis lassen vermuten, dass die Zellen des
Torus ebenfalls zum Tectum projizieren. Die Lokalisation der NPY-ir Zellen
des praetectalen Thalamus ist weitgehend kongruent mit der Lokalisation
visuell sensitiver TH3 und TH4 Neuronen, deren Axone zum ipsilateralen
Tectum opticum ziehen (Buxbaum-Conradi & Ewert 1995). Lasionen in der
praetectalen Region bewirkten eine Reduktion der Immunreaktivitat ipsilateral
zur vorgenommenen Lasion. Lasionen im Torus semicircularis blieben
dagegen ohne Auswirkungen auf die Immunreaktivitat von NPY. Kozicz und
Lazar (1994) lokalisierten aufgrund der gefundenen Ergebnisse die
Hauptquelle immunreaktiver NPY-Fasern in den postero-dorsalen und
postero-ventralen praetectalen thalamischen Nuclei. Auch an Rana pipiens
vorgenommene Versuche (Chapman & Debski 1995) fuhrten zu der
Erkenntnis, dass ipsilaterale praetecto-tectale Ubertragung durch NPY

vermittelt wird.
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Die vergleichenden “C-2DG-Analysen visuell stimulierter Bombina orientalis
und Bufo marinus zeigen unter dem Einfluss von NPY eine Absenkung ihres
Energiestoffwechsels in den retinarecipienten Schichten. Dieser Befund
findet sein neurophysiologisches Korrelat: Elektrophysiologisch gewonnene
Daten an Bufo marinus zeigten stark reduzierte Feldpotentiale nach lokaler
NPY-Applikation, aufgenommen an der tectalen Oberflache, nach visueller
Stimulation der Versuchstiere oder nach elektrischer Stimulation des
kontralateralen Nervus opticus (Schwippert & Ewert 1995). Weitere Analysen
mit NPY-Fragmenten (NPY13-36 = Y»>-Rezeptor-Agonist und NPY18-36 = Y -
Rezeptor-Antagonist) liefen eine Yz-vermittelte inhibitorische Modulation
durch NPY vermuten (Schwippert et al. 1998). Es wird angenommen, dass
NPY (im Tectum aus pratecto-tectalen Projektionsneuronen (Kozicz & Lazar
1994, Buxbaum-Conradi & Ewert 1995, Schwippert & Ewert 1998) freigesetzt)
prasynaptisch an NPY-rezeptiven retino-tectalen Axonendigungen wirkt mit
dem Ziel, den Glutamat vermittelten retino-tectalen Transfer zu hemmen.
Die in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe der [**C]-2-Desoxiglukose Methode
an Bombina orientalis durchgefuhrten Experimente ergeben den erstmaligen
Beweis fur die neuromodulatorische “Potenz“ von NPY bezlglich des retino-
tectalen Informationstransfers auf der Grundlage des gemessenen

Energiestoffwechsels.

5.2 Ubersicht tiber Fragestellungen und Ergebnisse

(1) Wahl des Versuchstieres

Bombina orientalis, stammesgeschichtlich altester Vertreter unter den
Anuren, zeigt eine nachweisliche Beeinflussbarkeit in der Verarbeitung
visueller Signale durch lokal auf der tectalen Oberflache wirkendes NPY. So
liegt die Vermutung nahe, dass fur die visuelle Signalverarbeitung bei Anuren
grundlegende neurochemische Ablaufe in praetectalen Strukturen und deren
Projektionen zum Tectum opticum evolutionar erhalten bzw. konserviert

geblieben sind.
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(2) Grundlegende Fragestellung

Ob eine Aktivierung praetecto-tectaler Projektionsneurone eine Freisetzung
von NPY im Tectum opticum von Bombina orientalis bewirkt, kann nur
indirekt beantwortet werden; porcines NPY wurde, eingebettet in einem
Gelkissen, lokal auf die tectale Oberflache unilateral aufgebracht und auf
seine Wirksamkeit gepriift. Mit Hilfe der '*C-2DG Methode konnte der
Nachweis erbracht werden, dass die unter dem Einfluss von NPY stehende
tectale Halfte, im Gegensatz zur unbehandelten tectalen Halfte, einen
deutlich niedrigeren '“C-2DG-Gebrauch aufwies. Besonders in den oberen
Schichten des Tectum opticum (Layer 9), zeigte die *C-2DG Methode eine

qualitativ und quantitativ auswertbare Aktivitatsminderung an.

(3) Weiterfiinrende Uberlegung

Systemisch verabreichtes APO fuhrt auch bei Bombina orientalis zu einer
Verstarkung des retinalen Ausganges in die retino-tectalen Projektionsfelder.
Unter dem Einfluss von lokal appliziertem NPY, unilateral auf die tectale
Oberflache des Versuchstieres aufgebracht, kam es jedoch auch hier zu
einer deutlich niedrigeren Aufnahme von '“C-2DG. Diese experimentell durch
APO erzeugte signifikante Erhdhung des 'C-2DG Metabolismus
unterstreicht die Vermutung, dass NPY inhibitorisch in den retino-tectalen
Informationstransfer eingreift. Nachfolgend sollen die Befunde diskutiert

werden.

5.3 Kartierung von Hirnaktivitat mit Hilfe von **C-2DG unter dem
Einfluss von NPY

Mit Hilfe der '*C-2DG-Methode kdénnen die neuromodulatorischen Wirkungen
von NPY kartiert und gemessen werden. '“C-2DG wird wie Glucose im
Neuropil und in den Perikarien der Neuronen und den anliegenden Gliazellen
aufgenommen (Ryan & Sharp 1982). Das durch Phosphorylierung
entstandene '“C-2DG-6-Phosphat akkumuliert fir die Zeitdauer des
Versuches in den Nervenzellen und kann zunachst nicht weiter metabolisiert
werden (Sokoloff et al. 1977, Miller & Kinley 1981). Akkumuliertes "C-2DG
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stellt ein Mald fur die prae- und postsynaptische neuronale Aktivitat dar
(Schappmann & Stryker 1980, Theurich et al. 1984, Nuedo & Masterton
1986), wobei zu bertcksichtigen ist, dass 240 min nach erfolgter Injektion ca.
66% niedrigere '*C-2DG-Konzentrationen gemessen werden kénnen als
nach 45 min (Miller & Kinley 1981). Die *C-2DG-Methode gibt Auskuntft iber
den metabolischen Aktivitatszustand der verschiedenen Gehirnregionen
unter bestimmten Reiz-Reaktionssituationen bzw. (ber Anderungen von
Aktivitatszustanden einzelner Strukturen unter dem Einsatz von Neuro-

pharmaka, wie in diesen Untersuchungen mit NPY durchgefuhrt.

5.4 Neuromodulation unter NPY

Das Tectum opticum ist das mesencephale Kernstlck visueller Informations-
verarbeitung fur Amphibien. Kontrollinstanz zum Tectum opticum stellt das
diencephale Praetectum dar, welches retinalen Input erhalt und u.a.
inhibitorischen Einfluss auf das Tectum opticum ausubt (Ewert 1974, 1987
Székely & Lazar 1976). Wie oben erwahnt, wird vermutet, dass NPY Uber die
Fasern von praetecto-tectalen Projektionsneuronen im Tectum opticum
praesynaptisch an retino-tectalen Axonendigungen Uber Y>-Rezeptoren wirkt,

um die Glutamat vermittelte retino-tectale Ubertragung zu hemmen.

Glutamat spielt im Tectum opticum eine groRe Rolle bei der Ubertragung
retino-tectaler Informationen. Der retinale Hauptinformationsfluss zum
Tectum opticum stammt von den retinalen Ganglienzellen des
kontralateralen Auges (Scalia 1976, Singman & Scalia 1990). Gabriel und
Straznicky (1995) konnten die Neurotransmitter der retinalen Afferenzen
identifizieren. Sie stellten fest, dass 88% der retinalen Ganglienzellen
Glutamat als exzitatorischen Neurotransmitter nutzen und 6% y-Amino-
Buttersaure (GABA) als inhibitorischen Neurotransmitter. Zahlreiche Autoren
unterstitzen die Hypothese, dass NPY die Glutamatfreisetzung unterbinden
kann durch Aktivierung von Y,-Rezeptoren (Colmers et al. 1987, Haas et al.
1987, Greber et al. 1994, Vezzanni et al. 1994, 1999, Silva et al. 2005). Das

Hauptinteresse dieser Arbeiten konzentriert sich auf die Hippocampus-
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Region. Man vermutet, dass NPY eine Kontrollfunktion Ubernimmt im
Zusammenhang mit pathologischen neuronalen Hyperaktivitaten, wie sie bei
epileptiformen Anfallen auftreten. Es konnte nachgwiesen werden, dass in
der Akutphase der Epilepsie groflere Mengen an NPY exprimiert werden, um
uberschieflende Glutamatfreisetzungen zu inhibieren, was eine mogliche

antikonvulsive Wirkung von NPY unterstreicht (Silva et al. 2005).

Verglichen mit dem hier betrachteten neurophysiologischen Wirkungsgeflige
an Unken, Kroten und Froschen wuirden die tectalen visuellen
Erregungsprozesse durch visuelle Prozesse des praetectalen Thalamus
inhibitorisch kontrolliert, vermittelt durch NPY. Fallt diese Kontrolle aus (z.B.
nach einer Praetectumlasion), dann ergielt sich die tectale Ubererregung
“‘epileptogen” in die Beutefangmotorik (Ewert 1968, 1984). Grundlegend
konnte bereits durch Lasionsexperimente im Bereich der praetectalen
Lpd/P-Region gezeigt werden, dass nach chemischem Durchtrennen der
ipsilateralen praetecto-tectalen Projektionen bei den tectalen Neuronen ein
deutlicher Anstieg ihrer Entladungsrate gegenuber sich bewegenden
Objekten zu verzeichnen war. Dabei ging aber die Fahigkeit verloren, Beute-
von Feindmustern zu differenzieren (Ingle 1973, Ewert 1974, 1984, Ewert et
al. 1996). Die gewonnenen Ergebnisse dieser Arbeit zeigen sowohl bei
Bombina orientalis als auch bei Bufo marinus deutlich eine durch NPY
induzierte Verminderung in der "*C-2DG-Aufnahme. Die geringere Glukose-
metabolisierung in den oberen tectalen Schichten von Bombina orientalis
signalisiert eine deutlich herabgesetzte neuronale Aktivitat an den retino-
tectalen Eingangen des Tectum opticum, Uberwiegend vermittelt durch R2-
Neuronen. Die geringere Glukosemetabolisierung in den zentralen Schichten
von Bufo marinus ist dagegen — reizgebungsbedingt — Uberwiegend auf R3-

und R4-Neuronen zurlickzufiinren.

5.5 Neuromodulation unter Apomorphin

Verhaltensanderungen, induziert durch die Gabe von Apomorphin (APO),

sind u.a. an Kroten, Schildkroten, Tauben und Ratten genauer untersucht
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worden (Wynne & Delius 1995, 1996, Andersen et al. 1975, Glagow & Ewert
1994, 1996, 1997). Obwohl die Applikationsarten des Wirkstoffes durchaus
unterschiedliche Effekte hervorrufen kénnen, so wurde doch bei den
genannten Tierarten lokomotorische Akinese ausgelost, begleitet von
bestimmten motorischen Stereotypien, wie vermehrtes Picken, BeilRen oder
Schnappen. Apomorphin wirkt iber D2/D1-Rezeptoren. Eine Dosisabhangig-

keit konnte bei den meisten Tieren festgestellt werden.

Far Amphibien wird APO als direkter D2/D1-Rezeptor-Agonist beschrieben
(Chu et al. 1994). Durch Anwenden der C-2DG-Methode konnten die
veranderten Aktivitatsverhaltnisse in den einzelnen Gehirnregionen
gemessen und die Unterschiede zu unbehandelten Kroten anhand der
Falschfarben-codierten Rontgenimages herausgestellt werden (Glagow &
Ewert, 1994, 1996, 1997). Bisherige Ergebnisse zeigen, dass eine
systemische (intralymphatische) APO-Applikation bei Kréten in einer Dosis
von 40 mg/kg Korpergewicht zu unterschiedlichen Reaktionen flhrte.
Erdkroten (Bufo bufo) zeigten deutlich erhohte Schnappreaktionen auf
bewegte Beute-Attrappen bei gleichzeitig eingeschrankter Lokomotorik
(Akinese). Entsprechende Versuche fuhrten bei Agakréten (Bufo marinus)
zwar zur Akinese, jedoch nicht zu gesteigerten Schnappreaktionen (Glagow
& Ewert 1992, 1993, 1994). Dies konnte zuruckzufuhren sein auf eine
Dosisabhangigkeit bzw. auf eine speziesbezogene Sensitivitat der
dopaminergen Rezeptoren (Kramer 1976). Eindeutig erhdht unter der
Apomorphinwirkung zeigte sich bei Erd- und Agakroten der Glukose-
metabolismus in den primaren praetectalen und tectalen Projektionsfeldern
retinaler Ganglienzellen, was auf eine dopaminerge Aktivitdtserhdhung der
retinalen Ganglienzellen auf visuelle Reize hindeutet (Glagow & Ewert 1996,
1997a/b, 1999). Elektrophysiologische Ableitungen von summierten
Feldpotenzialen und von Ableitungspotenzialen einzelner Opticusfasern
belegen, dass sowohl nach systemischer als auch nach intraokularer
Verabreichung von APO die retinalen Ausgange in den oberen tectalen
Projektionsfeldern und in den praetectalen Projektionsfeldern verstarkt
werden (Glagow 1997a/b, Rottgen 1999). Nucleus Bellonci und der anteriore

dorsale thalamische Nucleus zahlen ebenfalls zu den durch APO
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intensivierten retinalen Projektionsfeldern (Lazar 1971, Fite & Scalia 1976).
Im Tectum opticum der von Glagow und Ewert (1999) untersuchten
Erdkréten war die Glukosemetabolisierung im Bereich der oberen tectalen
Schichten (dTO), dem direkten Projektionsgebiet retinaler Ganglienzellen,
stark erhoht, in den mittleren Schichten dagegen stark reduziert.
Entsprechend verminderten sich unter dem Einfluss von APO die visuellen
Entladungsraten tectaler T5.1-und T5.2-Neuronen (Glagow & Ewert 1997b),
deren Axone in den motorischen Neuronenverbanden der Medulla oblongata
terminieren (Székely & Lazar 1976, Ewert & Weerasuriya 1988, Satou &
Ewert 1985, Ewert et al. 1990, Matsumoto et al. 1991). T5.1- und T5.2-
Neuronen fungieren als praemotorische Neuronen, flr die Ansteuerung des
Beutefangverhaltens (Ewert 1987, 1997). Die reduzierten Entladungsraten
von T5.1- und T5.2-Neuronen, wie durch APO-Applikation induziert, erklaren

die verminderte Beutefangmotorik (Glagow & Ewert 1997a).

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Unken zeigten keine verstarkten
Schnappreaktionen oder ahnliche stereotype Verhaltensweisen unter dem
Einfluss von APO. Die Tiere reagierten ahnlich wie Bufo marinus
ausschlieBlich mit Akinese, d.h. einem Ausfall gerichteter Orientierungs-
bewegungen. Lediglich bei einzelnen Tieren konnte ein haufigeres Wischen
am Kopf mit Hilfe der Vorderextremitat beobachtet werden. Aber auch bei
den Unken zeigte sich nach systemischer Apomorphingabe in einer
Dosierung von 50 mg/kg Korpergewicht mittels der '*C-2DG-Methode
ebenfalls ein verstarkter Glukosemetabolismus in den oberen Schichten des
Tectum opticum. APO wurde daher in den vorliegenden Untersuchungen
eingesetzt, um zu prufen, ob bzw. inwieweit der durch APO gesteigerte
visuelle retinale Input in das Tectum opticum durch NPY abgeschwacht
werden kann. Zu klaren war also, welches inhibitorische “Potenzial® NPY
entwickeln kann, wenn zuvor der retinale Input pharmakologisch durch
systemische Apomorphingabe merklich erhéht wird. Um den Effekt von NPY
zu testen, wurde NPY unilateral auf das Tectum opticum von Bombina
orientalis appliziert, wahrend Apomorphin sytemisch einwirkte. So konnten
beide applizierten Substanzen gleichzeitig am visuell stimulierten

Versuchstier wirken, wobei der Einfluss von NPY lokal begrenzt war. Der
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Vorteil bei dieser Vorgehensweise in tectalem rechts/links-Vergleich ist sofort
ersichtlich. Ein Vergleich zwischen zwei Versuchstieren birgt mehrere
Fehlerquellen, die nur schwer in die Auswertung einfliessen kénnen, wie z.B.
Stoffwechsellage, Motivationslage, Alter des Tieres, aber auch andere
aullere Faktoren, die auf verschiedene Tiere unterschiedlich wirken. Die
Behandlung eines Einzeltieres mit zwei Wirkstoffen, in der Form wie es in
diesen Versuchen vorgenommen wurde, verschafft den Vorteil einen direkten
Vergleich ziehen zu kénnen: Wahrend APO die Glukosemetabolisierung im
Bereich der von NPY unbeeinflussten tectalen Halfte sichtbar erhohen
konnte, wies die von NPY beeinflusste tectale Halfte einen deutlich
geringeren Glukosegebrauch auf. Durchschnittlich ergab sich eine reduzierte
4C-2DG-Aufnahme von 22%.

In den Kontrollversuchen an Bufo marinus konnten die inhibitorischen Effekte
von NPY auf die tectale visuelle Aktivitat bestatigt werden. Aufgrund der
erweiterten Versuchsbedingungen bei Bufo marinus haben sich bei der
Auswertung der Réntgenimages unterschiedliche tectale '*C-2DG-
Aufnahmen ergeben. Da die eingesetzten Versuchstiere im Vortest nur eine
geringe Beutefangmotivation zeigten, wurde eine zusatzliche visuelle
Stimulation Uber wechselnde Beleuchtung eingesetzt. Die retinalen
Ganglienzellen antworten auf verschiedene Parameter visueller Stimuli, wie
z.B. Licht an und aus, Bewegung, Reiz-Hintergrund-Kontrast und wichten
sie unterschiedlich. Retinale R1- und R2-Neuronen zeigen meist keine
Antworten bei Belichtungswechsel, R3-Neuronen antworten dagegen mit
einer kurzen ON-Off-Salve von Aktionspotentialen. R4-Neuronen sind beim
Verdunkeln des Gesichtsfeldes anhaltend aktiviert (Grisser & Grusser-
Cornehls 1976, Ewert 1984, Matsumoto & Schwippert 1986). Die vier
retinalen Ganglienzelltypen terminieren in unterschiedlicher Tiefe des Tectum,
hauptsachlich in den Schichten B, D, F und G von Layer 9 (Lettvin et al.
1959, Scalia 1976). Maturana et al. (1960) beschrieb als Erster die Tiefen-
Verteilung der axonalen Endigungen retinaler Ganglienzellen im Tectum,
ermittelt an Rana pipiens. R1-/R2-Neuronen finden sich in den obersten
tectalen Schichten (74 + 59um), R3 und R4 in tieferen Schichten (290 +
55um; 385 + 47um). Hieraus erklart sich die unterschiedliche 'C-2DG-
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Aufnahme bei Bombina orientalis und Bufo marinus. Bei Bufo marinus
wurden vermutlich verstarkt R3- und R4-Ganglienzellen angesprochen
aufgrund des effektiven zusatzlichen Beleuchtungswechsels, weshalb sich
ein anderes Aktivierungsmuster in den RoOntgenimages darstellt als bei

Bombina orientalis.

Zusammenfassend zeigt sich, dass unter der Wirkung von NPY, auch wenn
mittels systemischer Apomorphingabe eine dopaminerge Erhdhung des
retinalen Input induziert wurde, eine abgeschwachte Glukosemetabolisierung
in den retinalen Projektionsfeldern des Tectum opticum registriert werden
kann. Die gewonnenen Erkenntnisse dieser Arbeit unterstitzen die
Vermutung, dass physiologisch freigesetztes NPY starke neuro-

modulatorische Fahigkeiten besitzt.

Hiermit stellt sich die Frage nach der Ontogenese der NPY produzierenden
Neuronen des praetectalen Thalamus (Ewert 2004). Nach Clairambault
(1976) differenziert sich bei Anuren der caudo-dorsale Thalamus in einen
lateralen und einen medialen Abschnitt vor der Metamorphose. Dieser
Parzellierungsprozess ist 6-12 Monate nach der Metamorphose
abgeschlossen. Die NPY produzierenden Neuronen befinden sich im
lateralen Abschnitt (Lpd). Mit dieser Parzellierung einhergehend fand
D’Aniello et al. (1996) beim Frosch, dass NPY-Immunreaktivitat praetectaler
Neuronen in den Entwicklungsstadien 24-25 einsetzt, in den Stadien 28-30
fortgeschritten ist und maximale Auspragung wahrend und nach der

Metamorphose zeigt.

Die Primarstruktur von Neuropeptid Y ist evolutionar konserviert. Das zeigen
zahlreiche Strukturvergleiche an entwicklungsgeschichtlich unterschiedlichen
Spezies. Sauger und Knorpelfische weisen eine 92%ige Ubereinstimmung in
ihrer Aminosauresequenz auf, bei den meisten Speziesvergleichen lassen
sich 70-80%ige Ubereinstimmungen nachweisen (z.B. Larhammar 1993,
Blomqvist 1992, Soderberg 1993, Ebersole 2000). Wie aus einer
Untersuchung von McKay et al. (1992) an Rana temporaria hervorgeht, zeigt

die NPY-Primarstruktur von Amphibien entwicklungsgeschichtlich auch nur
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wenig Varianz gegenuber der Primarstruktur beim Menschen. Die Varianz
beruht lediglich in einer Aminosaure an Position 19 (hNPY: Arg'®, aNPY:
Lys'). Verschiedene Autoren vermuten, dass praetectal freigesetztes NPY
bei Tetrapoden ebenfalls eine entwicklungsgeschichtlich konservierte Rolle
ubernimmt im Hinblick auf die Modulation visueller Informationsverarbeitung
(Lazar 2001, Ebersole et al. 2001, Carr et al. 2002). Entwicklungs-
geschichtlich wenig Varianz in der Aminosauresequenz und nachweislich
zahlreiche physiologische Prozesse, in die NPY modulierend eingreift,
unterstreichen die wichtige Rolle von Neuropeptid Y. Auch die Ergebnisse
dieser Arbeit weisen NPY als einen potenten Neuromodulator aus und
stitzen die Hypothese, dass eine Aktivierung praetecto-tectaler

Projektionsneuronen zu einer Freisetzung von NPY im Tectum opticum fuhrt.
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6 Zusammenfassung

(1) Neuropeptid Y (NPY), einer der haufigsten peptidergen Neurotransmitter
im zentralen und peripheren Nervensystem der Sauger, ist an der Steuerung
zahlreicher physiologischer Prozesse beteiligt. Auch Amphibien weisen eine
verstarkte NPY-Immunreaktivitat im Zentralnervensystem auf. Im Hinblick auf
bereits gewonnene Erkenntnisse sollte in der vorliegenden Arbeit eine
Modulierbarkeit retino-tectaler Aktivitat durch Neuropeptid Y an der
chinesischen Rotbauchunke (Bombina orientalis) Uberpruft und erstmals mit
Hilfe der '[C]-2-Desoxiglukose-Methode (™C-2DG) (Sokoloff et al. 1977)
quantitativ analysiert werden. Als Vergleichstier diente die Agakrote (Bufo
marinus). Zur Darstellung eines moglichen Effektes auf das Tectum opticum
wurde NPY lokal auf die tectale Oberflache visuell stimulierter
Rotbauchunken appliziert. Mit Hilfe der *C-2DG-Methode und den daraus
autoradiographisch ermittelten Daten konnten die zerebralen Aktivitaten
visualisiert, quantitativ ausgewertet und miteinander verglichen werden. In
einer weiteren Versuchsreihe wurde hinterfragt, welche inhibitorische
Wirkung NPY entwickeln kann, wenn zuvor der retinale Input
pharmakologisch durch systemische Gabe von Apomorphin (APO) signifikant

erhoht wurde.

(2) Die "*C-2DG-Methode erlaubt einen Blick in die funktionale Aktivitat des
Gehirns und ermdglicht es, regional ablaufende physiologische und
biochemische  Energiestoffwechselprozesse innerhalb des Gehirns
quantitativ zu erfassen. Mit Hilfe der 'C-2DG-Methode werden die

neuromodulatorischen Wirkungen von NPY kartiert und analysiert.

(3) Versuchstiergruppe 1 — Bombina orientalis — unbehandelt

Zur Beurteilung pharmakologischer Effekte durch NPY bzw. APO auf den
Hirnmetabolismus war es zunachst erforderlich, die Gehirnaktivitaten
pharmakologisch unbeeinflusster Tiere nach visueller Reizgabe zu

untersuchen. Im Bereich des medialen Mesencephalon wurden die tectalen
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'“C-2DG-Konzentrationen (iber zehn Messreihen pro Einzeltier sowohl an
der rechten als auch an der linken tectalen Halfte auf Hohe des
ventrolateralen Tectum opticum ermittelt. Beim rechts-links Vergleich zeigen
sich gleich verteilte Strahlungsintensitaten. Basierend auf dieser Aussage
konnte NPY unilateral auf die tectale Oberflache aufgebracht und auf seine
Wirkung gepruft werden.

(4) Versuchstiergruppe 2 — Bombina orientalis — NPY-Applikation

Der unilaterale Einsatz von NPY auf die tectale Oberflache des
Versuchstieres bewirkt, dass die unter dem Einfluss von NPY stehende
tectale Halfte, im Gegensatz zur unbehandelten tectalen Halfte, einen
deutlich niedrigeren C-2DG-Gebrauch aufweist. Besonders in den oberen
Schichten des Tectum opticum (Layer 9) zeigt die 'C-2DG-Methode

qualitativ und quantitativ auswertbare Aktivitatsminderungen an.

(5) Verhalten unter NPY: Durchschnittlich nach 10 min Versuchsdauer zeigt
Bombina orientalis eine deutliche Abnahme in der Beutefangaktivitat, die sich

gegen Ende der Versuchszeit noch weiter reduziert.

(6) Versuchstiergruppe 3 — Bombina orientalis — APO-Applikation

Systemisch verabreichtes APO fuhrt bei Bombina orientalis zu einer
Verstarkung des retinalen Ausganges in die retino-tectalen Projektionsfelder.
Die neuronalen Aktivitaten im Tectum opticum erhéhen sich unter dem
Einfluss von APO im Durchschnitt um 40% im Vergleich zu APO-
unbehandelten Tieren.

(7) Verhalten unter APO: Bombina orientalis zeigt nach systemischer
Applikation von APO keine verstarkten stereotypen Schnappreaktionen. Die
Tiere reagieren ausschlieRlich mit Akinese, d.h. einem Ausfall gerichteter

Lokomotionen und Orientierungsbewegungen.

(8) Versuchstiergruppe 4 — Bombina orientalis — APO/NPY-Applikation
Die durch systemisch verabreichtes APO erhohten retino-tectalen Aktivitaten

im Tectum opticum werden unter dem unilateralen Einsatz von NPY deutlich
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abgeschwacht. Eindeutig niedrigere 4C-2DG-Aufnahmen sind in den oberen
Schichten des Tectum opticum messbar, was die starke Wirkung von NPY

quantitativ belegt.

(9) Versuchstiergruppe 2 — Bufo marinus — NPY-Applikation

Der unilaterale Einsatz von NPY auf die tectale Oberflache von Bufo marinus
zeigt ebenfalls, dass die unter dem Einfluss von NPY stehende tectale Halfte,
im Gegensatz zur unbehandelten tectalen Halfte, einen deutlich niedrigeren
“C-2DG-Gebrauch aufweist. Bufo marinus zeigt aber aufgrund erweiterter
Versuchsbedingungen (On-Off-Beleuchtungswechsel) anders verteilte
Strahlungsintensitaten tUber dem Tectum-Querschnitt als Bombina orientalis.
Starkere ["*C]-Akkumulationen zeigen sich in den tieferen zentralen

Schichten des Tectum opticum.

(10) Versuchstiergruppe 4 — Bufo marinus — APO/NPY-Applikation
Auch die durch systemisch verabreichtes APO erhdhten retino-tectalen
Aktivitaten im Tectum opticum von Bufo marinus werden unter dem

unilateralen Einsatz von NPY deutlich abgeschwacht.

(11) Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit leisten einen Beitrag zum
Einfluss von NPY auf den retino-tectalen Informationstransfer bei Anuren im
Sinne einer praetecto-tectalen inhibitorischen Modulation. Im Einklang mit
friheren  neuroanatomischen, immuncytochemischen und elektro-
physiologischen Befunden liefern diese Ergebnisse erstmals ein

biochemisches Korrelat auf der Basis des tectalen Energiestoffwechsels.

(12) Es ist hervorzuheben, dass NPY-vermittelte inhibitorische Modulationen
visuellen Informationstransfers in der vorliegenden Arbeit an Bombina
orientalis nachgewiesen wurden, die phylogenetisch zu den altesten Anuren
(Anamnioten) gehort. Vergleichbares ist an verschiedenen Amnioten —
einschlieBlich Primaten — beschrieben worden, was darauf hinweist, dass
solche NPY-vermittelten Prozesse sich innerhalb der Tetrapoden relativ frih

herausgebildet haben und in der Evolution konserviert worden sind.
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Abbildung 1: Laminare Schichtung des Tectum opticum bei Amphibien (nach
Székely & Lazar 1976). Darstellung der einzelnen tectalen Schichten
(nummeriert von 1-9 am linken Rand), sowie die in den Schichten
befindlichen Neuronentypen, nummeriert von 1-10 in der Abb.) 1,2 =
grolde birnenformige Zellen, 3 = pyramidale Zellen, 4 = ganglionare
Zellen, 5, 6 = kleine birnenformige Zellen, 7 = bipolare Neuronen, 8 =

Sternzellen, 9 = amakrine Zellen, 10 = optische Endigungen 11
Abbildung 2: Bombina orientalis (Chinesische Rotbauchunke) 14
Abbildung 3: Bufo marinus (Agakrote) 17
Abbildung 4: Strukturformel Succinylcholin 20
Abbildung 5: Strukturformel 3-D-Glukose und 3-2-D-Desoxiglukose 22

Abbildung 6: Versuchsarena mit Attrappenwechselautomatik (nach Ewert &
Burghagen), a: Glaszylinder mit Abdeckung, b: Attrappenarme u. —
halterungen (Abdeckung fehlt), c: Schaltelement fur
Attrappenhalterungen, d: Steuerelement fur Richtungswechsel, e:
Beleuchtung, ringférmige Abgrenzung fehlt zwecks Darstellung 23

Abbildung 7: Versuchsarena mit Bombina orientalis mit ringférmiger

Abgrenzung 24
Abbildung 8: Bombina orientalis am Glaszylinderrand, orientiertes Zuwenden
auf Beute-Attrappe 1 25
Abbildung 9: Strukturformel Apomorphin 34
Abbildung 10: Strukturformel Dopamin 35

Abbildung 11: Querschnitte durch das mediale Mesencephalon von Bombina
orientalis; (A) zeigt einen histologischen Schnitt (Kluver-Barrera-Farbung)
mit schematischer Kennzeichnung der anatomischen Strukturen. (B)
zeigt eine neuroanatomisch entsprechende '*C-2DG-Autoradiographie.
(a) und (b) stellen Ausschnittsvergréfierungen vom Tectum opticum aus
(A) und (B) dar. 40

Abbildung 12: Gruppe 1 (Bombina orientalis): Querschnitt durch das mediale
Mesencephalon. Zerebrale Aktivitaten einer mit Beute-Attrappen visuell
stimulierten pharmakologisch unbehandelten Rotbauchunke. 42

Abbildung 13: Histogramm des unter Abbildung 12 dargestellten
Querschnittes des Mesencephalon. Demonstriert wird die lokale *C-
2DG Aufnahme [uCi] gemessen an 6 horizontal, im Abstand von jeweils
15um, geflhrten virtuellen Linien (SEC_ 1-6) durch beide tectalen
Halften. 42
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Abbildung 14: Querschnitt durch das mediale Mesencephalon von Bombina
orientalis. Zerebrale Aktivitaten einer mit Beute-Attrappen visuell
stimulierten chinesischen Rotbauchunke unter dem Einfluss von
unilateral appliziertem NPY in einer Konzentration von 10™*mol/l. 43

Abbildung 15: Histogramm des unter Abbildung 14 dargestellten
Querschnittes durch das Mesencephalon von Bombina orientalis, nach
unilateraler NPY-Applikation auf die tectale Oberflache. Demonstriert
wird die lokale *C-2DG Aufnahme [uCi] gemessen an 6 horizontal, im
Abstand von jeweils 15um, gefuhrten virtuellen Linien (SEC_ 1-6) durch
beide tectalen Halften. 43

Abbildung 16: Querschnitt durch das mediale Mesencephalon von Bombina
orientalis. Zerebrale Aktivitaten einer mit Beute-Attrappen visuell
stimulierten chinesischen Rotbauchunke unter dem Einfluss von
Apomorphin in einer Dosierung von 50 mg/kg KG. 45

Abbildung 17: Histogramm des unter Abbildung 16 dargestellten
Querschnittes durch das Mesencephalon von Bombina orientalis, nach
systemischer Apomorphin- Gabe. Demonstriert wird die lokale "C-2DG
Aufnahme [uCi] gemessen an 6 horizontal, im Abstand von jeweils 15um,
gefuhrten virtuellen Linien (SEC_ 1-6) durch beide tectalen Halften. 45

Abbildung 18: Querschnitt durch das mediale Mesencephalon von Bombina
orientalis. Zerebrale Aktivitaten einer mit Beute-Attrappen visuell
stimulierten chinesischen Rotbauchunke unter dem Einfluss von
Apomorphin in einer Dosierung von 50 mg/kg KG und unilateral
appliziertem NPY in einer Dosierung von 10™* mol/l. 46

Abbildung 19: Histogramm des unter Abbildung 18 dargestellten
Querschnittes durch das Mesencephalon von Bombina orientalis, nach
systemischer Apomorphin Applikation und unilateraler NPY Applikation.
Demonstriert wird die lokale '*C-2DG Aufnahme [uCi] gemessen an 6
horizontal, im Abstand von jeweils 15um, gefuhrten virtuellen Linien
(SEC_ 1-6) durch beide tectalen Halften. 46

Abbildung 20: Gegenuberstellung jeweils einer tectalen Halfte verschiedener
Versuchstiere: a = unbehandelte Rotbauchunke, b = Rotbauchunke
nach systemischer APO-Applikation, ¢ = Rotbauchunke nach unilateraler
NPY- Applikation, d = Rotbauchunke nach Gabe von APO und NPY 48

Abbildung 21: Querschnitt durch das mediale Mesencephalon von Bombina
orientalis. Zerebrale Aktivitaten einer mit Beute-Attrappen visuell
stimulierten pharmakologisch unbehandelten Rotbauchunke unter dem
Einfluss eines unilateral aufgetragenen Agarose-Gelkissens. 49

Abbildung 22: 14C-2DG-Aufnahme einer visuell stimulierten Unke unter dem
Einfluss des Muskelrelaxans Succinyl-Asta® (2%ig) in einer Dosierung
von 60 mg/kg KG 50
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Abbildung 23: Querschnitt durch das Mesencephalon von Bufo marinus.
Zerebrale Aktivitaten einer mit Beute-Attrappen und
Beleuchtungswechsel visuell stimulierten Agakrote unter dem Einfluss
von unilateral appliziertem NPY in einer Dosierung von 10 molll. 52

Abbildung 24: Histogramm des unter Abbildung 23 dargestellten
Querschnittes durch das Mesencephalon von Bufo marinus, nach
unilateraler NPY-Applikation auf die tectale Oberflache. Demonstriert
wird die lokale *C-2DG Aufnahme [uCi] gemessen an 6 horizontal, im
Abstand von jeweils 15um, gefuhrten virtuellen Linien (SEC_ 1-6) durch
beide tectalen Halften. 52

Abbildung 25: Querschnitt durch das Mesencephalon von Bufo marinus.
Zerebrale Aktivitaten einer mit Beute-Attrappen und
Beleuchtungswechsel visuell stimulierten Agakrote unter dem Einfluss
von Apomorphin in einer Dosierung von 40 mg/kg KG und unilateral
appliziertem NPY in einer Dosierung von 10™ mol/l. 53

Abbildung 26: Histogramm des unter Abbildung 18 dargestellten
Querschnittes durch das Mesencephalon von Bufo marinus, nach
systemischer Apomorphin Applikation und unilateraler NPY Applikation.
Demonstriert wird die lokale "C-2DG Aufnahme [uCi] gemessen an 6
horizontal, im Abstand von jeweils 15um, gefuhrten virtuellen Linien
(SEC_ 1-6) durch beide tectalen Halften. 53

Abbildung 27a: Gruppe 1 (Bombina orientalis): Einfluss visueller Reizgabe
auf den 14C-2DG-Metabolismus des linken Tectum opticum. Der
durchschnittliche 14C-2DG-Gebrauch der Einzeltiere (n = 12) wird farbig
dargestellt. Der sich daraus ergebende Mittelwert (Mittel Unke1-12) wird
durch die schwarze Linie gekennzeichnet. Die Messwertbestimmungen
erfolgten vom dorsalen zum ventralen Tectum opticum. 56

Abbildung 27b: Gruppe 1 (Bombina orientalis): Einfluss visueller Reizgabe
auf den '*C-2DG-Metabolismus des rechten Tectum opticum (n = 12).
Weitere Erlauterungen siehe Abb. 24a. 56

Abbildung 27c: Gruppe 1 (Bombina orientalis): Einfluss visueller Reizgabe
auf den "C-2DG-Metabolismus des linken und rechten Tectum opticum
(n = 12). Weitere Erlauterungen siehe Abb. 27a. 57

Abbildung 28a: Gruppe 1 (Bombina orientalis): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 12). Quelle der
Messdaten ist das linke Tectum opticum. 58

Abbildung 28b: Gruppe 1 (Bombina orientalis): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 12). Quelle der
Messdaten ist das rechte Tectum opticum. 58
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Abbildung 28c: Gruppe 1 (Bombina orientalis): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 12). Quelle der
Messdaten sind beide tectalen Halften. 59

Abbildung 29a: Gruppe 2 (Bombina orientalis): Einfluss visueller Reizgabe
auf den "C-2DG-Metabolismus des linken Tectum opticum, nach lokaler
Applikation von NPY (10™* mol/l) auf die tectale Oberflache. Der
durchschnittliche '*C-2DG-Gebrauch der Einzeltiere (n = 5) wird farbig
dargestellt. Der sich daraus ergebende Mittelwert (Mittelynke1-5) wird
durch die schwarze Linie gekennzeichnet. Die Messwertbestimmungen
erfolgten vom dorsalen zum ventralen Tectum opticum. 61

Abbildung 29b: Gruppe 2 (Bombina orientalis): Einfluss visueller Reizgabe
auf den "C-2DG-Metabolismus des rechten Tectum opticum, nach
lokaler Applikation von NPY (10'4 mol/l) auf die linke tectale Oberflache.
Weitere Erlauterungen siehe Abb. 29a. 61

Abbildung 29c: Vergleich der Mittelwerte (Mittelynke1-5) aus Abb. 29a und 29b,
die durchschnittlichen Strahlungsintensitaten vom linken Tectum opticum
nach Applikation von NPY (blaue Messkurve) liegen deutlich unter
denen des rechten unbehandelten Tectum opticum (rote Messkurve). 62

Abbildung 30a: Gruppe 2 (Bombina orientalis): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach unilateraler
Applikation von NPY auf die linke tectale Oberflache. Quelle der
Messdaten ist das linke Tectum opticum. 63

Abbildung 30b: Gruppe 2 (Bombina orientalis): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach unilateraler
Applikation von NPY auf die linke tectale Oberflache. Quelle der
Messdaten ist das rechte Tectum opticum. 63

Abbildung 31a: Gruppe 3 (Bombina orientalis): Einfluss visueller Reizgabe
auf den "C-2DG-Metabolismus des linken Tectum opticum nach
systemischer Applikation von APO (50 mg/kg KG). Der durchschnittliche
'“C-2DG-Gebrauch der Einzeltiere (n = 5) wird farbig dargestellt. Der
sich daraus ergebende Mittelwert (Mittelynke1-5) wird durch die schwarze
Linie gekennzeichnet. Die Messwertbestimmungen erfolgten vom
dorsalen zum ventralen Tectum opticum. 65

Abbildung 31b: Gruppe 3 (Bombina orientalis): Einfluss visueller Reizgabe
auf den "C-2DG-Metabolismus des rechten Tectum opticum nach
systemischer Applikation von APO (50 mg/kg KG). Weitere
Erlauterungen siehe Abb. 31a. 65

Abbildung 31c: Gruppe 3 (Bombina orientalis): Einfluss visueller Reizgabe
auf den "C-2DG-Metabolismus des linken und rechtenTectum opticum
nach systemischer Applikation von APO (50 mg/kg KG). Weitere
Erlauterungen siehe Abb. 31a. 66
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Abbildung 32: Gruppe 3 (Bombina orientalis): Mittelwerte beider tectalen
Halften von unbehandelten Bombina orientalis (n = 12; roter
Kurvenverlauf) und mit APO behandelten Bombina orientalis (n = 5;
gruner Kurvenverlauf). 66

Abbildung 33a: Gruppe 3 (Bombina orientalis): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach systemischer
Applikation von APO. Quelle der Messdaten ist das linke Tectum
opticum. 67

Abbildung 33b: Gruppe 3 (Bombina orientalis): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach systemischer
Applikation von APO . Quelle der Messdaten ist das rechte Tectum
opticum. 67

Abbildung 33c: Gruppe 3 (Bombina orientalis): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach systemischer
Applikation von APO. Quelle der Messdaten sind beide tectalen Halften.

68

Abbildung 34a: Gruppe 4 (Bombina orientalis): Einfluss visueller Reizgabe
auf den 14C-2DG-Metabolismus des linken Tectum opticum nach lokaler
Applikation von NPY (10-4 mol/l) auf die linke tectale Oberflache und
systemischer Gabe von APO (50 mg/kg KG). Der durchschnittliche 14C-
2DG-Gebrauch der Einzeltiere (n = 5) wird farbig dargestellt. Der sich
daraus ergebende Mittelwert (MittelUnke1-5) wird durch die schwarze
Linie gekennzeichnet. Die Messwertbestimmungen erfolgten vom
dorsalen zum ventralen Tectum opticum. 69

Abbildung 34b: Gruppe 4 (Bombina orientalis): Einfluss visueller Reizgabe
auf den "C-2DG-Metabolismus des rechten Tectum opticum nach
lokaler Applikation von NPY (10 mol/l) auf die linke tectale Oberflache
und systemischer Gabe von APO (50 mg/kg KG). Weitere Erlauterungen
siehe Abb. 34a. 69

Abbildung 34c: Vergleich der Mittelwerte aus Abb. 34a und 34b, die
durchschnittlichen Strahlungsintensitaten vom linken Tectum opticum
nach lokaler Applikation von NPY und systemischer Gabe von APO
(orange Messkurve) liegen deutlich unter denen des rechten nur unter
dem Einfluss von APO stehenden Tectum opticum (griine Messkurve).

70

Abbildung 35a: Gruppe 4 (Bombina orientalis): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach unilateraler
Applikation von NPY auf die linke tectale Oberflache und systemischer
APO Gabe. Quelle der Messdaten ist das linke Tectum opticum. 71

Abbildung 35b: Gruppe 4 (Bombina orientalis): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach unilateraler
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Applikation von NPY auf die linke tectale Oberflache und systemischer
APO Gabe. Quelle der Messdaten ist das rechte Tectum opticum. 71

Abbildung 36a: Gruppe 2 (Bufo marinus): Einfluss visueller Reizgabe auf den
4C-2DG-Metabolismus des linken Tectum opticum, nach lokaler
Applikation von NPY (10 mol/l) auf die linke tectale Oberflache. Der
durchschnittliche "*C-2DG-Gebrauch der Einzeltiere (n = 5) wird farbig
dargestellt. Der sich daraus ergebende Mittelwert (Mittelgste1-5) wird
durch die schwarze Linie gekennzeichnet. Die Messwertbestimmungen
erfolgten vom dorsalen zum ventralen Tectum opticum 73

Abbildung 36b: Gruppe 2 (Bufo marinus): Einfluss visueller Reizgabe auf den
'4C-2DG-Metabolismus des rechten Tectum opticum, nach lokaler
Applikation von NPY (10 mol/l) auf die linke tectale Oberflache.
Weitere Erlauterungen siehe Abb. 36a. 73

Abbildung 37a: Gruppe 2 (Bufo marinus): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach unilateraler
Applikation von NPY auf die linke tectale Oberflache. Quelle der
Messdaten ist das linke Tectum opticum. 75

Abbildung 37b: Gruppe 2 (Bufo marinus): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach unilateraler
Applikation von NPY auf die linke tectale Oberflache. Quelle der
Messdaten ist das rechte unbehandelte Tectum opticum. 75

Abbildung 38a: Gruppe 4 (Bufo marinus): Einfluss visueller Reizgabe auf den
14C-2DG-Metabolismus des rechten Tectum opticum nach lokaler
Applikation von NPY (10™* mol/l) auf die rechte tectale Oberfliche und
systemischer Gabe von APO (50 mg/kg KG). Der durchschnittliche ™C-
2DG-Gebrauch der Einzeltiere (n = 5) wird farbig dargestellt. Der sich
daraus ergebende Mittelwert (Mittelkrste1-5) wird durch die schwarze Linie
gekennzeichnet. Die Messwertbestimmungen erfolgten vom dorsalen
zum ventralen Tectum opticum. 77

Abbildung 38b: Gruppe 4 (Bufo marinus): Einfluss visueller Reizgabe auf den
C-2DG-Metabolismus des linken Tectum opticum nach lokaler
Applikation von NPY (10 mol/l) auf die rechte tectale Oberflache und
systemischer Gabe von APO (50 mg/kg KG). Weitere Erlauterungen
siehe Abb. 38a. 77

Abbildung 39a: Gruppe 4 (Bufo marinus): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach systemischer
Apo-Gabe und nach unilateraler Applikation von NPY auf die rechte
tectale Oberflache. Quelle der Messdaten ist das rechte Tectum opticum.

78

Abbildung 39b: Gruppe 4 (Bufo marinus): Darstellung von Mittelwert,
Standardabweichung und Standardfehler (n = 5) nach systemischer
Apo-Gabe und unilateraler Applikation von NPY auf die rechte tectale
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Oberflache. Quelle der Messdaten ist das linke unbehandelte Tectum
opticum. 78

Abbildung 40: Verglichen werden die Mittelwerte der Versuchsgruppen 2 und
4. Blau: Gruppe 2 (Bufo marinus) nach unilateraler NPY-Applikation; Rot:
Gruppe 2 (Bufo marinus) unbehandelte tectale Halfte; Orange: Gruppe 4
(Bufo marinus) nach systemischer APO-Gabe und unilateraler NPY-
Applikation; Grin: Gruppe 4 (Bufo marinus) nach systemischer APO-
Gabe 79

113



9 Anhang

9 Anhang

9.1 Abklrzungsverzeichnis

A
Ach
APO
Cp
DA
DMT
ERF
IST
KG
Lpd
Lpv
NB
NPY
NPY-ir

PO
PP
PYY
TO
dTO
mTO
vTO
sTO
TS
dTeg
vTeg

anteriorer dorsaler thalamischer Nucleus
Acetylcholin

Apomorphin

Corpus geniculatum thalamicum

Dopamin

Dimethyltryptamin

Excitatorisches rezeptives Feld

Nucleus isthmi

Korpergewicht

lateraler posterodorsaler praetectaler Thalamus
lateraler posteroventraler praetectaler Thalamus
Neuropil Bellonci

Neuropeptid Y

NPY-immunreaktiv

posteriorer praetectaler thalamischer Nucleus
praeoptische Region

pankreatisches Polypeptid

Peptid YY

Tectum opticum

dorsales Tectum opticum

mediales Tectum opticum

ventrales Tectum opticum

Schnappzone des ventrolateralen Tectum opticum
Torus semicircularis

anterodorsaler Teil des Tegmentum

anteroventraler Teil des Tegmentum
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9.2 Physiologische Blutersatzlésung (Ringerlosung) fir Unken

und Kroten

Rezept

6.50g NaCl

0.14g KCI

0.12g Cacly

0.20g NAHCO;
0.01g NaH;PO4
2.00g CeH1206"H20

Die angegebenen Mengen wurden eingewogen und mit Aqua dest. auf

1000ml aufgeflllt. Der ph-Wert der Lé6sung wurde auf ph 7.0 eingestellt
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